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AVANT-PROPOS
 
Dans ce document préparé comme exigence partielle du programme de Doctorat 
en Biologie à l'Université du Québec à Montréal, nous avons voulu poursuivre un 
double objectif: présenter les travaux de recherche effectués dans le cadre de cette 
activité et éveiller l'attention et l'intérêt de la communauté scientifique, en particulier, 
mais également celle de la société en général sur l'extrême gravité d'une maladie bien 
particulière: le cancer. 
Cliniquement identifié depuis la haute Antiquité, le cancer revêt aujourd'hui une 
importance sanitaire, économique, sociale et culturelle qui amène chacun de nous à se 
poser la question « qu'elle est la solution? ». Le dernier rapport sur la maladie, publié 
en février 2008 par l'Association Internationale Contre le Cancer (UICC), brosse des 
tableaux alarmants de la situation dans le monde entier, et plus particulièrement dans 
les pays en développement. Mondialement, tout près de onze millions de personnes 
reçoivent annuellement un diagnostique de cancer, et de ce nombre, sept millions y 
trouveront la mort. D'ici 2020, ces chiffres atteindront respectivement seize et dix 
millions de cas annuellement. Malgré la grande variabilité de son taux d'incidence, le 
cancer est un fléau qui touche tous les pays. Notamment, au Canada, le cancer est 
considéré comme la première cause de mortalité, et le nombre de nouveaux cas 
est toujours à la hausse. 
Les impacts de cette maladie sont bien sûr dramatiques pour l'individu, mais ils 
sont aussi lourds de conséquences pour la société, et ce particulièrement pour des 
raisons socio-économiques. En effet, le cancer engendre des coûts tant pour le patient 
que pour la société. D'abord, on doit tenir compte des coûts associés directement à la 
prise en charge de la maladie, notamment les frais médicaux et hospitaliers (médecins, 
médicaments, prise en charge des personnes atteintes), les fonds alloués par les 
politiques publiques (octroyés pour la recherche, la formation, la prévention et la 
sensibilisation), les frais associés aux dommages psychologiques (généralement pour 
v 
la famille et les proches, suite au décès du patient), et les frais associés à 
l'environnement (préparation et extraction des médicaments). Ensuite, on doit 
également considérer les coûts qui résultent indirectement de la maladie, tels les 
pertes de production marchande et non marchande (temps passé dans les institutions 
de santé, absentéisme au travail, mort prématurée, etc.). Ainsi, malgré la controverse 
existant à l'égard du coût exact qu'il représente, tous s'entendent sur le fait que le 
cancer coûte énormément cher à la société. De plus, le coût élevé, la toxicité 
potentielle et l'efficacité limitée des méthodes classiques de traitement du cancer 
(radiothérapie, chimiothérapie et chirurgie) ne font qu'amplifier le sentiment 
d'urgence d'agir afin de développer de nouvelles stratégies de traitement du cancer 
avant tout moins coûteuses, plus efficaces et moins toxiques. 
Le premier chapitre de ce docwnent sera consacré à définir ce qu'est le cancer et à 
identifier les causes, les risques et les conséquences inhérents à cette maladie. Le 
deuxième chapitre sera consacré aux procédures thérapeutiques existantes, à leurs 
avantages et désavantages. Dans les quatre chapitres subséquents, je présenterai une 
nouvelle stratégie biologique de traitement du cancer peu coûteuse et de très haute 
efficacité. Le but de cette étude prospective sera donc de mettre en évidence et de 
démontrer scientifiquement l'intérêt clinique que représente le traitement des 
maladies cancéreuses par l'utilisation de l 'hyperthermie, étant donné son efficacité à 
combattre les cellules cancéreuses tout en préservant l'intégrité des tissus sains 
adjacents. 
Je ne conclurai pas cet avant-propos sans citer celle à qUi Je dois tant de 
remerciements, après Dieu, pour son accueil chaleureux au sein de son équipe de 
recherche et pour toutes les ressources, autant matérielles qu'intellectuelles, qu'elle a 
mises à ma disposition afin que je puisse réaliser cette étude, à savoir le docteur 
Diana Averill-Bates. Je vous remercie sincèrement. 
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RÉSUMÉ 
Il est généralement admis que l'expertise scientifique et technique des laboratoires de recherche 
ainsi que l'expertise médicale des services cliniques contribuent toutes à mieux connaître et à 
améliorer la santé de l'homme en favorisant les interfaces entre recherche fondamentale et 
recherche médicale cognitive et clinique. Ce présent projet vient soutenir cette contribution en 
soutenant l'intégration de l'hyperthermie comme possibilité thérapeutique dans la lutte contre le 
cancer au sein des établissements de santé canadiens. Ce travail de recherche comprend deux 
volets. En premier lieu, nous nous sommes intéressés à la toxicité du choc thermique et à sa 
capacité d'induire différentes voies de signalisation de l'apoptose. En second lieu, nous avons 
évalué l'effet protecteur de la thermotolérance induite à des températures douces contre la 
toxicité d'un choc thermique subséquent létal. Plus précisément, nous avons étudié les 
mécanismes moléculaires d'induction de la voie des récepteurs de mort Fas par le choc 
thermique (l), ainsi que la tendance du choc thermique à activer les voies de signalisation 
cellulaire impliquant les protéines MAP kinases et la protéine p53(2) et à générer un stress du 
réticulum endoplasmique (3). Dans les trois chapitres de l'étude, nous avons également 
investigué le rôle de la thermotolérance et des protéines de choc thermique dans la protection des 
cellules contre l'induction de l'apoptose par l'hyperthermie létale. L'exposition des cellules à des 
températures élevées létales (42-45°C) a conduit les cellules vers une mort majoritairement 
apoptotique. Les trois voies de l'apoptose (voie mitochondriale, voie du récepteur de mort Fas et 
voie du RE) ont été induites. Cependant, l'inhibition spécifique de la voie du récepteur de mort 
Fas nous a permis de conclure que cette dernière était responsable de l'induction de la voie 
intrinsèque de l'apoptose médiée par la mitochondrie. Pour sa part, la voie du réticulum 
endoplasmique (RE) est induite suite à un stress prolongé du RE. Il s'est avéré aussi que 
l'induction de cette voie n'est pas indispensable pour l'induction de l'apoptose par choc thermique 
létal. Durant ces cascades signalétiques, les MAP kinases, en particulier les protéines JNK et 
p38, jouent un rôle crucial dans la phosphorylation et l'activation de divers facteurs pro­
apoptotiques tels que Bax, Puma, Noxa et p53. Ceci a conduit à l'arrêt du cycle cellulaire en 
phase GO/S, et à la translocation de Bax à la mitochondrie et la dégradation de Bcl-2. D'autre 
part, suite à l'induction de la thermotolérance à la température de la fièvre (40°), nous étions 
capables de protéger les cellules contre la cytotoxicité d'un choc thermique létal subséquent. 
Malgré qu'aucunes évidences n'aient été établi, cet effet protecteur de la thermotolérance semble 
être en parfaite corrélation avec l'augmentation du niveau d'expression des HSPs. L'utilisation 
conjointe de l'hyperthermie létale et non létale (la thermotolérance) pourrait constituer une 
possibilité à envisager lors du traitement du cancer par les méthodes classiques. La pertinence et 
l'originalité de ce projet réside dans le fait que cette alternative est avant tout naturelle et 
biologique, peu coûteuse, et exemptée de la plupart des effets secondaires observés lors de 
l'utilisation des méthodes classiques de traitement, qui sont généralement toxiques et couteuses. 
Mots clés: Hyperthermie, HSPs, Thermotolérance, Apoptose, Nécrose, Caspases, Calcium, 
ROS, Bcl-2, Fas, Mitochondrie, Réticulum Endoplasmique, p53, MAP kinases, Calpaïnes 
INTRODUCTION 
CHAPITRE 1: LE CANCER 
1.1 Le cancer: histoire et regards portés sur la maladie 
Le cancer n'est pas une maladie nouvelle, loin de là. Le cancer existe fort 
probablement depuis l'origine de la vie, aussi bien chez les plantes que chez les 
animaux. Les premières descriptions connues du cancer datent de la haute Antiquité. 
En effet, des cancers osseux ont été décelés dans des restes de dinosaures vieux 
d'environ 80 millions d'années. De plus, un cancer osseux de l'huméms a été mis en 
évidence sur un guerrier de l'âge de fer (10000 ans av. J.-c. ; (Oison 1989)). Bien 
que le cancer soit bien décrit il y a environ 5 500 ans dans les premiers écrits 
médicaux tels que les papyms Ebers égyptiens, les écrits mésopotamiens, indiens, et 
persans, la première définition de cette maladie fut attribuée par Hippocrate (Darmon 
1993). Selon lui, le mot "carcinos" -qui signifie crabe en grec - évoque le crabe 
dévorant les tissus sains, d'où le mot "carcinome" ou "squihrre" (dérivant de skirros) 
qui signifie une tumeur dure, non inflammatoire, avec tendance à la récidive et à la 
généralisation, amenant à une mort inéluctable. On trouve également dans l'histoire 
grecque d'autres descriptions de cette maladie, notamment celle narrée par Hérodote 
pour décrire le cancer du sein d'Atossa, fille de Cyrus et femme de Darius. La 
traduction du mot "carcinos" en "cancer" et son introduction au latin fut réalisée par 
le médecin romain Celsus (28 av. J.-c.- 50 apr. J.-c.; (Auerbach 1955)). 
1erC'est au siècle après Jésus-Christ que l'on a commencé à définir le cancer 
comme un déséquilibre entre les quatre humeurs du corps; la bile noire ou atrabile, le 
phlegme, le sang et la bile jaune (qui est le mélange du sang et de la bile noire). On a 
également introduit le mot "oncos" pour la première fois dans un écrit décrivant avec 
beaucoup de précision le cancer du sein. Cette terminologie, attribuée par Galien 
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(131-201) médecin d'Alexandrie pour désigner et décrire une grosseur ou une tumeur 
d'allure maligne, perdurera pendant les quinze siècles suivants. Durant cette longue 
période, plusieurs possibilités de traitement furent décrites et réalisées. On trouve par 
exemple dans l'œuvre la plus fameuse d'Ibn Sina (980 - 1037; connu en Occident 
sous son nom latin d'Avicenne), « le Canon de la Médecine», encyclopédie qui 
détaillait pratiquement tous les stades du traitement de toutes les maladies connues ou 
répertoriées, des traités dans lesquels il donnait des indications pour le traitement du 
cancer. Dans ces ouvrages, on trouve une description détaillée de l'intervention du 
médecin dès l'apparition du cancer jusqu'à l'ablation de tous les tissus atteints. Selon 
lui, c'était le seul espoir de guérison. Il était également pmmi les premiers à classer 
les tumeurs en fonction des tissus atteints. Ainsi, la première description du cancer de 
l'œsophage et de l'estomac fut-elle réalisée par Inn Zuhr (1070-1162), connu sous le 
nom de Avenzoar. Lui aussi recommanda l'excision de la tumeur lorsque le cancer 
était en début d'évolution et situé dans une partie accessible (Freind, Coulet et al. 
1727; Le Coz 2004). 
Avec la renaissance au XVIe siècle et la découverte du système lymphatique par 
l'anatomiste italien Gaspard Aselli (1581-1625), le cancer est vu sous un autre angle. 
Jean Pecquet (1622-1674) était le premier à décrire le rôle du système lymphatique 
dans l'évolution du cancer. Selon lui, pour prévenir les maladies métastatiques, il a 
fallu retirer les ganglions lymphatiques locorégionaux et se fut la meilleure solution 
dans la thérapie du cancer. Cependant, les affirmations de certains médecins comme 
Sennert (1572-1637) qui voyait le cancer comme une maladie contagieuse, 
choqueront la société et dès lors, on commencera à construire des hôpitaux destinés 
exclusivement aux cancéreux (l'Hôpital de Varsovie; St Lazare en 1592, l'hôpital de 
Reims; St-Louis en 1740 ; (Catahier and Sournia 1989)). C'est au xvrue siècle que 
les découvertes de Henri François le Oran (1685-1770) sont venues rassurer 
l'humanité (Le Oran and Reid 1766). Selon lui, le cancer est une maladie non 
contagieuse qui débute localement avant d'envahir les canaux lymphatiques pour 
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s'installer finalement dans les ganglions lymphatiques. À partir de cette époque, la 
recherche commença à avancer à pas de géants. La découvelte de la notion du tissu, 
au niveau organique, par l'allemand Muller en 1826, des rayons X en 1895 et de la 
radioactivité en 1896 bouleversa les scientifiques et les amena à développer des 
stratégies thérapeutiques qui ne cessèrent depuis, de se perfectionner (Thomas 2001). 
Le cancer est donc une maladie très ancienne parmi tant d'autres; devant laquelle 
les médecins étaient contraints de constater leur impuissance. Il a fallu attendre le 
début du XXe siècle pour que le cancer devienne l'obsession de toute la société et que 
soit créée l'Union internationale contre le cancer (UICC) en 1920 (Maisin 1966). 
1.2 Statistiques et faits saillants 
Les pathologies cancéreuses présentent un facteur de morbidité et de mortalité 
majeur et en augmentation rapide dans le monde entier. Pour lutter contre le cancer, 
les efforts internationaux ont convergé vers la création de l'UICC. Cette approche 
internationale a permis de réunir des expelts de divers pays, et de différentes 
spécialités, et a conduit à de nouvelles et intéressantes conclusions. Le but essentiel 
de cette organisation est l'information et la sensibilisation pour la protection de la 
santé humaine. Sachant qu'en moyenne 17.291 personnes meurent chaque jour selon 
l'UICC, le cancer est devenu une cause majeure de décès dans le monde entier. Sur 
un total de 58 millions de décès enregistrés au niveau mondial en 2005, 7,6 millions 
(soit 13 %) étaient dus au cancer. Plus de 70 % des cas de décès par cancer survenus 
en 2005 concernaient les pays en développement. D'après les projections, le nombre 
des cas de cancer devrait continuer à augmenter dans le monde. On estime que 9 
millions de personnes mourront d'un cancer en 2015 et Il,4 millions en 2030. Selon 
la même organisation, on estime qu'au moins 40 % des cas de cancers seraient 
évitables par l'adoption de saines habitudes de vie (UICC 1997). 
Au Canada, et selon les dernières données statistiques de la société canadienne du 
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cancer, le cancer est responsable de 27 % des décès, 30 % chez l'homme, 24 % chez 
la femme. On estime à 159 900 le nombre de nouveaux cas diagnostiqués et à 72 700 
le nombre de décès attribuables au cancer en 2007. Le cancer est la 1ère cause de 
décès prématuré au Canada. Les taux d'incidence et de mortalité varient 
remarquablement entre les provinces: ils sont plus élevés dans les provinces de 
l'Atlantique et au Québec, et plus bas en Colombie-Britannique. On estime que 
38 300 nouveaux cas de cancer et que 19000 décès imputables à cette maladie 
surviendront au Québec en 2007 (Canadian Cancer society 2008). En plus de leur 
variation géographique, ces données statistiques varient également dans le temps et le 
nombre de nouveaux cas de cancer ne cesse d'augmenter au fil des ans. La variation 
touche aussi le type de cancer: selon les données statistiques publiées en 2007 de 
l'UICC, le cancer du poumon par exemple est plus répandu dans les pays développés 
(646000 cas) que dans les autres pays (593000 cas). Il touche moins les femmes 
(337000 cas rapportés dans le monde) que les hommes (900000 cas). Le nombre de 
cas de cancers du poumon à travers toute l'Europe (375 000 cas) est près du double 
de celui de l'Amérique du Nord (201 000 cas; (UICC 2007)). Globalement, la 
fréquence des cancers augmente avec l'espérance de vie de la population considérée. 
La variation dans le temps et dans l'espace est également le motif de plusieurs 
études et travaux s'effectuant partout dans le monde visant à déterminer les causes 
possibles de ces maladies; l'accent étant mis sur les facteurs qui amplifient 
l'incidence du cancer. Des enquêtes rétrospectives réalisées chez les sujets atteints de 
cette maladie ont débouché sur les principales causes de la maladie, en plus de 
découvrir la relation entre certains types de cancer et certaines maladies infectieuses. 
1.3 Définition d'un cancer 
Le cancer est une pathologie observée uniquement chez les organismes complexes. 
Cette propriété est due au fait que les organismes complexes possèdent des tissus 
renouvelables, expliquant ainsi leur susceptibilité aux cancers. Les cellules présentes 
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au sem du clone néoplasique émergent, acquièrent un ensemble de propriétés ne 
respectant pas les mécanismes qui contrôlent la croissance cellulaire et évoluent en 
cancer. Le cancer est donc le résultat d'une prolifération anarchique et incontrôlée 
des cellules. Pour qu'un cancer se développe, il faut qu'il y ait eu plusieurs mutations 
dans le génome cellulaire. Ces mutations sont le résultat d'agressions par des facteurs 
environnementaux, ou d'origine naturelle lors de la division cellulaire. Cependant, 
pour qu'elle soit cancéreuse, la cellule devrait acquérir plusieurs propriétés 
moléculaires typiques résultant en des caractéristiques morphologiques spécifiques à 
la cellule tumorale. Parmi les changements morphologiques observés, on trouve: 
Les anomalies des noyaux: noyaux volumineux, multiples, nucléoles 
visibles, hyperploïdie (anisocaryose); 
2 Les anomalies de la taille des cellules (hétérogénéité connue sous le nom 
d'anisocaryose ou anisocytose); 
3 Les anomalies cytoplasmiques comme l'augmentation du rapport cyto­
nucléaire par augmentation du contenu en acides nucléiques du cytoplasme 
résultant ainsi en un cytoplasme basophile; 
4 Les anomalies de la membrane cytoplasmique: perte de l'inhibition de 
contact, modification de l'adhésivité, modifications des antigènes de surface, 
la multiplication et l'empilement des couches cellulaires (Macdonald, Ford 
et al. 2003). 
Suite à ces anomalies, la cellule cancéreuse acquiert d'autres propriétés 
dynamiques caractérisées par un taux élevé de mitoses anarchiques, indéfinies et 
incontrôlées. Sur le plan phénotypique, une cellule cancéreuse a les propriétés 
suivantes: une perte de l'inhibition de contact et de la dépendance vis-à-vis de 
l'ancrage, une indépendance par rapport aux facteurs de croissance, l'immortalité, 
l'acquisition des propriétés destructrices locales ou de stimulation, à leur profit, des 
mécanismes normaux du remodelage et la tumorogénicité qui comporte elle-même 
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plusieurs étapes différentes (Mendelsohn 1995). Pour donner lieu à un cancer, la 
cellule devrait passer par un processus de cancérogenèse se résumant en sept étapes 
décrites ci-après. 
1.3.1 L'initiation 
Un cancer peut être initié par une multitude d'agents cancérigènes, tels que les 
produits chimiques, les vims et les radiations. Leurs mécanismes d'actions sont 
multiples et amènent généralement à des modifications d'une ou plusieurs séquences 
du génome cellulaire par des mutations, délétions, réarrangements stmcturaux, 
amplifications géniques, ou encore une dérégulation de l'expression et une 
déstabilisation de l'ARNm (Sherbet and Lakshmi 1997). L'initiation consiste donc, en 
une dérégulation génomique (multiples événements mineurs) aboutissant à une 
dérégulation majeure. Il en résulte une transformation cellulaire. Cette étape cible les 
oncogènes, les gènes suppresseurs de tumeurs ou anti-oncogènes, les gènes de 
réparation de ]' ADN et le programme de mort cellulaire. 
1.3.2 La promotion 
La promotion est un phénomène potentiel qui survient suite à l'exposition de façon 
répétée pendant une longue durée à l'agent promoteur de carcinogenèse. Cette étape 
consiste en une prolifération plus ou moins contrôlée des cellules initiées en 
processus d'acquérir les caractéristiques lui permettant de générer un cancer. Elle 
résulte d'un faisceau d'interactions entre cytokines (facteurs de croissance) et leurs 
récepteurs, ce qui amène à la perte de l'homéostasie tissulaire et l'émergence de 
clones cellulaires transformés. Parmi les agents promoteurs de carcinogenèse, on cite; 
la nutrition et les habitudes alimentaires (l'alcool et le tabagisme), les infections 
virales et bactériennes, les traumatismes répétés, les hormones (principalement pour 
les cancers hormono-dépendants) et l'âge, compte tenu du nombre important de 
divisions cellulaires associé à l'inefficacité des mécanismes de réparation des 
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dommages à l'ADN (King 1996). 
1.3.3 La progression 
C'est une prolifération incontrôlée des cellules tumorales suite à laquelle le cancer 
devient cliniquement détectable à cause de l'extension du nombre des cellules à plus 
de 109 cellules. Cependant, du fait du nombre très important de mitoses, les cellules 
finissent par acquérir certaines propriétés d'autonomie de croissance, une adaptabilité 
métabolique et une pharmacorésistance. Durant la progression, une perte de fonction 
caractérise les cellules cancéreuses qui deviennent alors incapables d'effectuer leurs 
fonctions nonnales au sein d'un tissu (Figure 1.1). De même, l'instabilité génétique 
conduit les cellules cancéreuses à l'acquisition de nouvelles propriétés d'indépendance 
et de nouvelles caractéristiques fonctionnelles. La tumeur, à ce stade d'évolution du 
cancer, comporte 3 compartiments cellulaires: les cellules souches en division, les 
cellules quiescentes et les cellules incapables de se diviser et qui finiront par mourir. 
Seules les cellules du premier compartiment, et qui sont dotées de pouvoir 
d'autoreproduction, sont potentiellement dangereuses. Il ne s'agit encore que d'un 
stade du cancer 'in situ' couramment appelé cancers intra-épithéliaux (Liotta 1992). 
1.3.4 La désorganisation tissulaire et le phénomène invasif 
C'est le pouvoir que les cellules cancéreuses acquièrent lors de leur prolifération 
incontrôlée. Les cellules acquirent les propriétés nécessaires qui leur permettront 
d'infiltrer les tissus dans lesquels elles se développent. Contrairement aux cellules 
normales, les cellules cancéreuses ne respectent plus les relations structurelles 
tissulaires et infiltrent puis envahissent les tissus voisins. Le mécanisme le plus 
important dans l'invasion tumorale est la perte d'adhésion des cellules entre elles. En 
effet, la perte ou la modification des glycoprotéines de surface membranaire, assurant 
normalement la reconnaissance des cellules d'un même tissu, les unes par rapport aux 
autres, et la constitution d'épithéliums bien organisés, empêchent la congruence des 
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cellules entre elles et préparent les cellules cancéreuses à traverser les membranes 
basales. Les membranes basales sont les structures qui séparent les couches 
cellulaires de surface et le tissu conjonctif (tissu de soutien). Les cellules cancéreuses 
détournent à leur profit, soit directement, soit en stimulant les cellules voisines, les 
mécanismes normaux de remodelage du tissu conjonctif (Figure 1.1). Elles perdent 
leur cohésion et essayent de dissoudre les membranes basales, soit par elles-mêmes, 
soit par la stimulation des cellules mésenchymateuses avoisinantes, cela afin 
d'envahir les tissus voisins (Information Retrieval 1980; McKinneli 1998; Weinberg 
1998). L'invasion tumorale se fait préférentiellement le long des zones éprouvant la 
moindre résistance. La rupture et le franchissement de la membrane basale 
représentent un critère formel pour distinguer les cancers invasifs des cancers in situ. 
Durant ce stade, les cellules vont également acquérir une certaine mobilité pour 
s'approcher des vaisseaux sanguins (Sherbet and Lakshmi 2008). 
1.3.5 L t angiogenèse et la "stroma-réaction" 
Une fois les membranes franchies, les cellules cancéreuses ont accès aux 
vaisseaux du tissu conjonctif (artères, veines lymphatiques) et aux organes adjacents. 
La sécrétion de facteurs impliqués dans l'angiogenèse et de facteurs protéolytiques 
durant cette étape pelmet aux cellules cancéreuses de constituer leur propre réseau de 
capillaires nourriciers indispensables à leur prolifération (Figure 1.1) (Hayat 2008). 
La stimulation des cellules endothéliales des capillaires voisins par les cellules 
cancéreuses permet de former des boucles vasculaires en leur direction, pour l'apport 
en nutriments et en oxygène. La séquence d'événements mis en jeu durant le 
processus d'angiogenèse se résume comme suit: vasodilatation et déstabilisation de 
la paroi vasculaire; dégradation de la matrice extracellulaire; prolifération et 
migration des cellules endothéliales (Chelsea 2008; McCarthy 2008). Les cellules 
cancéreuses vont également stimuler les cellules mésenchymateuses normales, 
aboutissant à ce qu'on appelle la 'stroma réaction' qui permet le développement d'un 
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tissu de soutien non cancéreux à la tumeur et qui est nécessaire à sa survie. Le stroma 
est constitué de cellules conjonctives normales, de fibres de collagène et élastiques, 
de vaisseaux sanguins et lymphatiques et même de nerfs. Dans certaines tumeurs, 
notamment dans le cas des cancers endocriniens différenciés ou des carcinomes 
hépatocellulaires, le stroma s'adapte à la différenciation de la tumeur et prend un type 
endocrine (Berstein and Santen 2008). 
1.3.6 Les métastases ganglionnaires 
Ce qui fait la gravité du processus cancéreux, c'est le développement de métastases. 
Ce développement est la conséquence logique de l'invasion locale décrite 
précédemment. Les mêmes mécanismes sont utilisés par les cellules cancéreuses pour 
envahir les vaisseaux lymphatiques et sanguins et ainsi induire la formation de 
métastases à distance. Le drainage lymphatique des tissus normaux explique leur 
envahissement rapide par les cellules cancéreuses (Figure 1.1). Celles-ci sont 
emportées par le courant lymphatique vers les sinus corticaux du premier relais 
ganglionnaire. L'arrivée des cellules cancéreuses dans les ganglions est souvent 
accompagnée d'un 'état réactionnel', sous forme de Iymphadénite chronique non 
spécifique (Fajardo, Geller et al. 1982). Les cellules cancéreuses vont être soit 
détruites, soit survivre aux stress. Dans ce dernier cas, elles peuvent se fixer aux 
parois en restant quiescentes, ou se multiplier pour donner une métastase 
ganglionnaire palpable. Les cellules cancéreuses peuvent également soit traverser le 
ganglion pour gagner les relais ganglionnaires suivants, soit infiltrer tout le trajet des 
vaisseaux lymphatiques occasionnant ainsi une lymphangite carcinomateuse. La voie 
de dissémination lymphatique est la plus fréquente. Elle concerne tout 
particulièrement les tumeurs malignes épithéliales ou carcinomes (August, 
Sugarbaker et al. 1985). 
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1.3.7 Les métastases sanguines 
Les cellules cancéreuses peuvent emprunter la circulation veineuse directement ou 
suite à l'envahissement des voies lymphatiques jusqu'au cœur, d'où elles sont 
renvoyées vers de multiples organes (Figure 1.1). La dissémination hématogène des 
cellules cancéreuses est particulièrement fréquente pour les sarcomes, ainsi que pour 
de nombreux carcinomes touchant plusieurs organes (des poumons, colorectal, de 
l'estomac, rénal, de la prostate, endocrinien) avec des localisations préférentielles des 
métastases selon le type d'organe malade. Ces préférences s'expliquent soit par le 
drainage habituel de l'organe atteint (le foie par voie portale pour un cancer colique), 
soit par la présence de glycoprotéines spécifiques d'adhésion des cellules cancéreuses 
aux capillaires des organes cibles (exemple de l'os dans le cancer de la prostate). 
Certains cancers, comme celui de la peau, n'ont pas de métastases. D'autres, au 
contraire, en produisent très souvent: c'est le cas par exemple des cancers du sein, de 
la thyroïde, des bronches ou de la prostate (Barinaga 1997; Dennis, Granovsky et al. 
1999; Swanson and University of Nebraska Medical Center. Dept. of Pathology and 
2007). 
Outre la dissémination hématogène et la dissémination lymphatique, les 
oncologistes ont décrit deux autres modes de dissémination, à savoir la dissémination 
par voie cavitaire, connue aussi sous le nom de voie séreuse (cancer de l'ovaire, 
cancer du colon) et la dissémination anatomique le long des conduits naturels par 
voie canalaire (uretère, vessie). Une dernière voie de dissémination par le liquide 
céphalorachidien a été reconnue responsable des métastases leptoméningées ou des 
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Figure 1.1: Représentation schématique des différentes 
étapes du cancer. Le cancer est défini comme étant des 
cellules anormales qui se multiplient de façon incontrôlée. 
Elles finissent par former une masse qu'on appelle tumeur 
maligne. Le cancer peut être infiltrant ou in situ. En cas de 
cancer infiltrant, les cellules infiltrent les tissus soutenant la 
tumeur et présentent un risque théorique de métastases (A). 
On peut distinguer, schématiquement, six étapes dans la 
genèse d'un cancer, dont \es deux premières sont connues 
uniquement par les modèles expérimentaux et l'étude de 
J'épidémiologie des tumeurs humaines (B). L'initiation 
correspond à une lésion rapide et irréversible de l'ADN 
après exposition à un carcinogène (physique, chimique, 
viral, etc.), la promotion qui survient suite à une exposition 
prolongée, répétée ou continue, à une substance qui 
entretient et stabilise la lésion initiée et enfin, la progression 
qui correspond à l'acquisition des propriétés de 
multiplication non contrôlée, l'acquisition de 
l'indépendance, la perte de la différenciation, l'invasion 
locale et métastatique (Figures adaptées de Cooper (1997) 
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1.4 Facteurs de risques 
Les facteurs de risque les plus fréquemment évoqués sont ceux liés à 
l'environnement (produits toxiques utilisés dans la vie quotidienne, pratiques 
professionnelles) ct à des comportements individuels (alcool, tabac, sédentarité, 
alimentation). Ces facteurs de risque ne conduisent pas forcément à la formation de 
cancer. Une augmentation du nombre de cancers a simplement été constatée chez les 
personnes concernées. Dans une étude publiée par des chercheurs de l'université 
Harvard, sur les sept millions de décès liés au cancer chaque année, 2,43 millions ont 
été causés par neuf facteurs de risque comportementaux et environnementaux. Ces 
neuf facteurs de risque sont le surpoids et l'obésité, une faible consommation de fruits 
et légumes, l'inactivité physique, le tabagisme, la consommation d'alcool, les relations 
sexuelles non protégées, la pollution de l'air urbain, la fumée intérieure due à 
l'utilisation domestique de charbon et enfin les pathologies transmises dans les 
hôpitaux par l'utilisation de matériel injectable souillé (Danaei, Vander Hoorn et al. 
2005). Chaque année, ces neuf facteurs causent environ 1,6 millions de décès par le 
cancer chez les hommes et 830000 chez les femmes (Danaei, Vander Hoorn et al. 
2005). Selon cette étude, il s'avère que l'alcool et le tabac sont les deux facteurs les 
plus redoutables dans la plupart des régions du monde. Le tabagisme serait à lui seul 
responsable de 21 % des décès par le cancer. Dans cette partie du chapitre, les 
facteurs de risques seront classés en fonction de leurs menaces potentielles pour la 
santé humaine (Gandini, Botteri et al. 2008). 
1.4.1 Facteurs non modifiables 
L'âge, le sexe et l'héridité représentent des facteurs de nsque de cancer non 
modifiables ni évitables, d'où leur dangerosité. 
13 
1.4.1.1 L'âge 
Le risque de souffrir d'un cancer augmente avec l'âge: une majorité de cancers est 
diagnostiquée entre 50 et 70 ans (Guarente, Partridge et al. 2008). Le cancer est 
d'abord lié à l'âge. Il est moins fréquent avant l'âge de 35 ans (bien qu'il soit la i eme 
cause de mortalité chez l'enfant et chez le jeune adulte après les morts violentes 
accidentelles). Sa fréquence augmente régulièrement après l'âge de 35 ans et cela est 
souvent lié à une exposition prolongée et répétée aux cancérogènes au niveau de 
l'organe touché par la maladie. La mortalité due au cancer est aussi plus importante 
chez les personnes âgées (UICC 2007). 
1.4.1.2 Le sexe 
Certains types de cancer sont plus fréquents chez l'homme que chez la femme, ou 
inversement. Tout dépend de l'anatomie, car certains types de cancer ne sont 
diagnostiqués que chez un sexe en particulier. D'autres types de cancer sont plus 
fréquents chez un sexe en particulier à cause des habitudes alimentaires et sanitaires, 
des conditions de travail ou de l'attitude comportementale (Roxanne 2007). 
1.4.1.3 L'hérédité 
La génétique de la prédisposition au développement de tumeurs est longtemps 
restée une curiosité médicale. Plusieurs débats sont engagés dans un éventail sur le 
rôle de l'hérédité dans la survenue des cancers et sur le rôle de certaines maladies 
dans l'augmentation des risques d'atteinte par le cancer. Le risque de cancer du côlon 
est plus élevé lorsqu'un cancer a déjà été diagnostiqué dans la famille proche (parents, 
fratrie, enfants), surtout si ce cancer est apparu jeune. De plus, certaines maladies 
familiales entraînent un risque majeur de cancer du côlon. Il s'agit en particulier de la 
polyposie adénomateuse familiale, qui se caractérise par l'apparition précoce de 
polypes multiples sur tout le côlon (Hadley 1967), et du syndrome de Lynch (Truta, 
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Chen et al. 2008). Ces anomalies se transmettent le plus souvent sur le mode 
dominant. On trouve également d'autres syndromes et cancers souvent associés à 
l'hérédité, entre autres: le syndrome de Li-Fraumeni associé au cancer du sein 
(Searles Nielsen, Mueller et al. 2008), aux sarcomes (Khoury 2008), mais également 
à des hémopathies malignes (Hadley 1967), des tumeurs cérébrales et des 
corticosurrénalomes (Benaily, Schweisguth et al. 1975). Le syndrome de Cowden, lui 
aussi, est une forme de cancer familial associé à de nombreuses tumeurs bénignes 
(goitres thyroïdiens, fibro-adénomes gastro-intestinaux, léiomyomes utérins, lipomes, 
fibro-adénomes mammaires et aux cancers thyroïdiens (Hunt 2008). Finalement, les 
cancers endocriniens, comme la néoplasie endocrine multiple de type Il, représentent 
une autre forme de cancer familial héréditaire (Hunt 2008). 
1.4.2 Facteurs modifiables 
La deuxième famille de facteurs de risque regroupe tous les agents chimiques et 
physiques à activité cancérogène et mutagène, ainsi que tout autre facteur contrôlable 
sans qu'il soit nécessairement un facteur à activité cancérogène ou mutagène. 
1.4.2.1 L'obésité 
Les données brutes dans les différents pays montrent une relation évidente entre 
l'obésité et certains types de cancer, en particulier les cancers du rectum, de 
l'endomètre et du côlon. On suspecte également l'influence de l'obésité dans le 
cancer de la prostate chez l'homme et du sein chez la femme. Ces cancers 
représentent les principaux cancers occidentaux non liés au tabac (UICC 2007). 
Environ 3 % des nouveaux cas de cancers aux états unis sont liés à J'obésité (Calle 
2007). Jusqu'à aujourd'hui, peu d'information est retenue sur les liens directs entre 
l'obésité et la survenue de certains cancers, et la plupart des études se sont fondées 
sur des relations de corrélation sans pour autant nier l'importance de l'environnement 
cellulaire dans la détermination de l'incidence des cancers (21). Certaines études ont 
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pu proposer des méthodes systématiques de criblage de substances potentiellement 
cancérogènes synthétisées par l'organisme chez des personnes obèses (Benzopurène, 
Nitrosamines, Alcool). Elles incitent également à spéculer sur l'accroissement 
exponentiel de la probabilité d'apparition de cancer chez les patients ayant des 
problèmes de surpoids. Une étude publiée en 2003 dans l'American Journal of 
Epidemiology, et menée par l'Agence du cancer de la Colombie-Britannique, 
l'Université de la Colombie-Britannique et celle de l'État de Washington, a montré 
que les femmes qui souffraient d'obésité abdominale et qui étaient dans leur 
postménopause risquaient nettement plus de mourir du cancer du sein que d'autres 
femmes (Borugian, Sheps et al. 2003). Une autre étude publiée dans le journal New 
England Journal of Medicin et menée sur un total de 900 000 américains, dont 
400 000 hommes et 500 000 femmes, et étalée sur une période de 16 années, a montré 
que les personnes faisant partie de la catégorie de poids la plus élevée ont une 
probabilité d'avoir un cancer mortel augmentée de 52 % pour les hommes et de 62 % 
pour les femmes (Calle 2007). 
1.4 .2.3 L'alimentation et le cancer 
Plusieurs études ont démontré que le risque de cancer diminue si on diminue 
l'apport calorique (Irigaray, Newby et al. 2007; Thiebaut, Kipnis et al. 2008). Les 
mêmes études ont montré que les animaux de faibles poids sont plus résistants aux 
radiations et aux carcinogènes chimiques. Une étude publiée en 2006 vient renforcer 
ces résultats et a démontré qu'une alimentation trop riche en calories entraîne une 
puberté précoce qui favorise le cancer du sein (Kimura and Sumiyoshi 2007; Ryan­
Harshman and Aldoori 2007). D'autres études effectuées sur des animaux de 
laboratoire ont montré q'un régime trop riche en graisses (surtout les graisses 
animales) entraîne un risque de cancer beaucoup plus élevé qu'une alimentation saine 
(Beliveau and Gingras 2007; Kimura and Sumiyoshi 2007; Ryan-Harshman and 
Aldoori 2007). Dans certaines études menées au Japon, on suspecte que les acides 
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biliaires peuvent avoir un rôle dans l'apparition du cancer, et une corrélation fut 
clairement établie entre l'augmentation de la consommation de graisses et 
l'augmentation d'excrétion d'acides biliaires (Komichi, Tazuma et al. 2005). De 
même, il existe une corrélation entre cancer de la prostate et consommation de 
graisses animales, surtout les viandes rouges qui entraînent des cancers agressifs de 
prostate (Karan, Thrasher et al. 2008; Kristal, Arnold et al. 2008). 
Le risque potentiel de cancérogenèse liée à l'alimentation pourrait survenir dans 
plusieurs cas de carcinogènes alimentaires naturels tels que: 
Les produits photochimiques synthétisés par les plantes comme les 
pesticides naturels et qui ont des propriétés mutagènes. C'est le cas des 
fusosimines chez le maïs qui causent le cancer de l'oesophage. 
2 Les mycotoxines produites par les champignons (aflatoxine et fusosimines, 
responsables du cancer du foie et de l'œsophage, respectivement). 
3 Les additifs traditionnels trouvés dans tes salaisons: poissons salés et 
décomposés qui entraînent le cancer du nasopharynx et la conservation salée 
qui donne des cancers de l'estomac; les poissons et viandes fumées donnent 
des cancers de la muqueuse de la bouche, des amygdales, du pharynx ou 
bien du larynx, de l'estomac et de la vessie. 
La consommation de boissons alcoolisées est considérée comme l'une des 
principales habitudes alimentaires évitables à fort risque de cancérogcnèse (Thygesen, 
Wu et al. 2008; Yuan and Lee 2008). La consommation d'alcool est associée à de 
nombreux types de cancer, notamment les cancers du pharynx, de l'œsophage (en 
particulier chez les gros fumeurs), du larynx et de la cavité buccale. Cette association 
date de 1910, lorsqu'un médecin français, nommé Lamy L, a publié une étude 
montrant qu'environ 80 % des sujets atteints d'un cancer de l'œsophage ou du cardia 
étaient des alcooliques qui buvaient surtout de l'absinthe (Lamy 1910). Le risque de 
cancer augmente régulièrement avec la dose d'alcool pur contenue dans les boissons 
alcoolisées. 
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Enfin, les habitudes quotidiennes de préparation des repas pourrait, elle aUSSI, 
présenter un risque potentiel de cancérogenèse; ainsi la cuisson à haute température 
peut-elle produire des amines aromatiques hétérocycliques et la cuisson à flamme nue 
produit des hydrocarbures polycycliques aromatiques (Rohrrnann, Zoller et al. 2007). 
D'un autre coté, on a pu démontrer que les fibres jouent un rôle protecteur et 
qu'elles baissent le taux d'incidence du cancer (Divisi, Di Tommaso et al. 2006). Cet 
effet protecteur vient du fait qu'elles augmentent le volume fécal et diluent le 
carcinogène tout en minimisant le contact entre matières fécales et paroi colique. Les 
fruits et les légumes possèdent beaucoup de fibres, d'où l'importance d'en consommer 
beaucoup. 
Il en est de même pour une alimentation riche en micronutriments tels que les 
vitamines (A, E, B, folates) et les minéraux (calcium, sélénium, zinc, molybdène) qui 
diminuent le risque d'incidence de cette maladie tout en modifiant le métabolisme des 
carcinogènes. Certains micronutriments ont un rôle antioxydant (vitamine E), 
d'autres ont un rôle immunologique (vitamines, calcium, fer qui stimulent les 
défenses immunitaires) et/ou un rôle de différenciation et de croissance cellulaire 
(Divisi, Di Tommaso et al. 2006). 
1.4.2.4 Le tabac 
Il est admis depuis longtemps que le tabagisme est une cause importante de cancer 
et qu'il explique environ 21 % de décès chez les personnes atteints de cancer (UICC 
2007). Il a été démontré que l'exposition à la fumée du tabac augmente le risque de 
plusieurs types de cancer, notamment le cancer de la vessie, du col de l'utérus, du 
côlon et du rectum, de l'œsophage, du rein, du larynx, du poumon, de la cavité 
buccale et du pancréas (Giovino 2007; Nakajima 2007). Le nombre annuel de décès 
dus au tabac dans le monde devrait passer de 4,9 millions en 2000 à plus de 10 
millions en 2020. En 2007, sur les 7 millions de morts attribués au cancer, le 
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tabagisme à lui seul est responsable du décès de 1.3 millions de personnes, occupant 
ainsi la première place parmi tous les facteurs de risque (UrCC 2007). Ce sont les 
pays en développement qui sont les plus touchés par cette augmentation. Au Canada, 
la consommation des produits du tabac constitue la principale cause de cancer du 
poumon et également la principale cause des décès prématurés évitables dus au 
cancer. 
On estime que la fumée du tabac contient plus de 4 000 substances chimiques. Ils 
sont présents soit dans la phase volatile, soit dans la phase solide en suspension. 
Cependant, la sensibilité envers ces substances varie d'un fumeur à l'autre. La 
majorité des produits carcinogènes se situent dans la phase solide. En outre, 43 
carcinogènes ont été parfaitement identifiés. En plus des additifs ajoutés par les 
fabricants de tabac (arômes, et humectants), la plupart des composés toxiques de la 
fumée de cigarette, comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques, les 
nitrosamines, les hydrocarbures hétérocycliques, le benzène-a pyrène et le polonium 
210 radioactif ont un fort potentiel mutagène direct ou indirect (Radford and Martell 
1975). Les nitrosamines sont les plus toxiques: on les retrouve non seulement dans la 
fumée inhalée par le fumeur, mais également dans la fumée externe produite par la 
combustion de la cigarette, éventuellement en concentration plus forte que dans la 
fumée inhalée. On observe un risque augmenté de cancer des voies aérodigestives 
supérieures chez les fumeurs. L'ampleur de ce risque dépend de leur consommation 
moyenne joumalière et de la durée de cette habitude. Pour le cancer bronchique, qui 
est le plus spécifiquement lié au tabac et qui a été le plus étudié, le risque est 
proportionnel à la dose et à la puissance 4 ou 5 de la durée. Les effets combinés du 
tabac et de l'alcool sont particulièrement nocifs et ils peuvent dramatiquement 
amplifier le risque d'un cancer de l'œsophage (en fonction de la dose, ce risque peut 
être multiplié par 100) (Pelucchi, Gallus et al. 2006). 
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1.4.2.5 Les infections virales, bactériennes et parasitaires 
Les infections virales, bactériennes et parasitaires occupent toujours une place 
importante en oncologie. Même si l'implication directe de certaines infections virales 
est bien établie, celle des bactéries (Chlamydia, Heficobacter pylori, bactéries 
anaérobies) reste encore méconnue et suscite plus d'intérêt (BioMed Central; Persing 
and Prendergast 1999; Aoki 2003). La bactérie nommée Helicobacter, par exemple, 
est connue pour provoquer des gastrites chroniques susceptibles d'évoluer en cancer 
de l'estomac (Axon 2007). Parallèlement, au moins cinq virus ont été impliqués dans 
les maladies cancéreuses. Le Virus d'Epstein Barr, par exemple, est associé à la 
maladie de Burkitt, à certains cancers du naso-pharynx et à certaines variétés de 
lymphomes (maladies de Hodgkin; (Leenman 2007)). Les virus des hépatites B et C 
(Bhandari, Mazumder et al. 2007; Chaparro, Sanz-Cameno et al. 2007; Leenman 
2007; Steben and Duarte-Franco 2007) quant à eux, ont été associés au cancer 
primitif du foie (Bhandari, Mazumder et al. 2007; Chaparro, Sanz-Cameno et al. 2007; 
Steben and Duarte-Franco 2007). D'autre part, l'infection par le virus du SIDA est 
associée à une augmentation du risque de sarcome de Kaposi et de lymphome malin 
non Hodgkinien (Leenman, 2007). Les virus HTLV 1 et 2 (Human T leukemia Virus) 
sont connus pour déclencher des leucémies, alors que les papillomavirus des types 16, 
18, 31 et 33 sont associés à des tumeurs malignes, notamment le cancer du col de 
l'utérus associé dans 90 % des cas à un papillomavirus (Steben and Duarte-Franco 
2007; Angeletti, Zhang et al. 2008; Thomison, Thomas et al. 2008). Ce dernier est 
considéré comme la seconde cause de cancer chez la femme dans le monde. 
Dans certains cas, des infections parasitaires peuvent causer un cancer. La 
bilharziose, par exemple, qui est due à l'infection par Schistosoma haematobium 
(Khurana, Dubey et al. 2005) des eaux de l'Afrique de l'Est est un facteur de risque 
pour le cancer épidermoïde de la vessie (Garba, Toure et al. 2006; King 2006). 
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Les virus peuvent agir par leur intégration possible dans le génome cellulaire. Le 
processus tumoral commence alors lorsque le pathogène cause des modifications 
aberrantes de l'ADN ou suite à la production de protéines interagissant avec les 
protéines de contrôle de la multiplication cellulaire (ex. des papillomavirus 
produisant des protéines détruisant la protéine p53). Les virus peuvent également 
apporter des oncogènes dans leur acide nucléique. De plus, Il est admis que l'excès 
d'immunosuppression causé par des infections virales augmente le risque de cancer 
(cas du VIH) (Akanmu 2006). 
1.4.2.6 Exposition aux rayons solaires et aux radiations 
Tous les rayonnements sont susceptibles de provoquer des mutations émergeant 
sur des cancers. Le rayonnement solaire est un agent cancérigène reconnu chez 
l'humain; il est à l'origine de toutes les formes de cancer de la peau, responsables 
d'environ 2.0 % de décès chez les personnes atteints d'un cancer (Glanz, Buller et al. 
2007; Peharda, Gruber et al. 2007). Les cancers de la peau sont les cancers les plus 
fréquents causés par les radiations. Les mélanomes malins sont des cancers cutanés 
plus rares mais plus graves; ils peuvent guérir définitivement si le traitement est mis 
en oeuvre précocement. 
Les radiations ionisantes, quant à elles, proviennent d'un gaz radioactif, le radon, 
et sont émises soit naturellement par l'écorce terrestre, soit artificiellement par la 
radiologie médicale et les déchets nucléaires. À fortes doses, les radiations ionisantes 
sont responsables de modifications de l'ADN, telles que des mutations, des ruptures 
et des transpositions. Elles se traduiront par un cancer après quelques années de 
latence. Les leucémies, les cancers du poumon, de la thyroïde, de l'œsophage, de 
l'estomac, du colon, du sein, de l'ovaire, de la vessie et des os sont les cancers les plus 
fréquents suite à une exposition aux radiations ionisantes (Belpomme, Irigaray et al. 
2007; Irigaray, Newby et al. 2007). 
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1.4.2.7 Autres facteurs de nsque modifiables liés à l'environnement et aux 
comportements 
Parmi les autres facteurs de risque potentiellement modifiables, l'exposition à des 
agents cancérigènes présents en milieu de travail ou dans l'environnement augmente 
le risque de carcinogenèse. De nombreux agents chimiques utilisés en industrie sont 
cancérogènes; malheureusement, à l'heure actuelle, 3 % seulement de l'ensemble de 
ces substances chimiques ont fait l'objet d'une analyse de toxicité (Searle 1976; 
Warshawsky and Landolph 2005). Parmi ces substances, l'amiante entraîne le cancer 
de la plèvre et celui des poumons. Le mono-chlorure de vinyle et le benzène, quant à 
eux, sont connus pour provoquer des leucémies (Luch 2005). D'autres produits 
couramment utilisés tels que les éthers de glycol, l'aluminium, les amines 
aromatiques, l'arsenic, le chrome, les hydrocarbures polycycliques, le nickel, les 
poussières de bois ou de cuir, etc. sont fortement soupçonnés de favoriser, voire de 
provoquer, des cancers de l'estomac, des cancers des testicules et des leucémies 
(Clayson 2001; Criss 2003; Wadde1l2004; Luch 2005). 
Le rôle des stress chroniques est controversé. Certains scientifiques affirment que 
les stress chroniques affaiblissent le système immunitaire, ce qui pourrait favoriser la 
multiplication des cellules anormales. En outre, certains comportements quotidiens 
comme le grattage et les frottements excessifs, les coups répétés sont connus pour 
avoir un rôle dans l'apparition de certains cancers (Weinberg 2007). 
1.5 Le traitement du cancer 
D'une façon générale, la thérapie des maladies cancéreuses regroupe l'ensemble 
des possibilités qui permettent l'excision de la tumeur et la prévention de l'apparition 
d'autres tumeurs localisées ou métastatiques. On distingue ainsi deux groupes de 
méthodes de traitements de cancer: le premier englobe les trois méthodes classiques 
de traitements, à savoir la chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie, utilisées 
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seules ou en association, en fonction du stade du cancer, du degré de malignité, de la 
localisation et de la taille. À ce groupe, on associe deux nouvelles méthodes de 
traitement, à savoir 1'hormonothérapie et l'immunothérapie. La chirurgie peut être 
curative, conservatrice ou radicale avec réparation, comme elle peut être palliative. 
La radiothérapie peut être curative ou palliative, en faisant appel à la radiothérapie 
externe, à la curiethérapie en sources scellées (c'est-à-dire sans contamination 
possible de 1'organisme) ou à la curiethérapie en sources non scellées (exemple de 
l'iode 131 pour le cancer de la thyroïde). Le deuxième type de traitement des cancers 
regroupe toutes les méthodes alternatives, utilisées souvent en association avec les 
méthodes classiques pour diminuer la dose du traitement et améliorer les résultats 
(Téallier 1836; Arthur B Pardee 2008; Wiley-Liss 2008). 
1.5.1 Les méthodes classiques 
1.5.1.1 La chirurgie 
Pour la plupart des cancers impliquant des tumeurs solides (ce qui exclut les 
leucémies et d'autres types de cancer du sang), la chirurgie joue un rôle central dans 
le traitement précoce. Elle a connu beaucoup de progrès ces deux dernières décennies 
en ce qui concerne le risque de mortalité opératoire et l'efficacité de la chirurgie. 
Néanmoins, beaucoup de progrès restent encore à accomplir. L'utilisation de la 
chirurgie dans le traitement des cancers date de la haute antiquité puisqu'on a 
découvert dans des papyrus, datant d'environ 3 000 à 2 000 ans av. J.-c., des 
descriptions de tumeurs et d'ulcères du sein traités par cautérisation. Dans un autre 
papyrus traitant de médecine et datant de 1552 av. J.-c. (Onuigbo 1962), on trouve 
des recommandations qui déconseillent d'enlever une grosse tumeur de la cuisse pour 
éviter des complications majeures aux patients, ce qui signifie que l'ablation de la 
tumeur était utilisée à l'époque. 
La chirurgie consiste en l'ablation de la tumeur, partiellement (chirurgie limitée) 
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ou dans sa totalité (chirurgie monobloc radicale), ce qUi permet de soulager les 
symptômes et de réduire les risques de propagation du cancer chez le patient 
(Auckland 2008; Lefferts, Bartels et al. 2008). De plus, la diminution de la quantité 
de cellules cancéreuses dans le corps accroît souvent l'efficacité des autres formes de 
traitement impliquant la chimiothérapie, la radiothérapie et/ou l'hormonothérapie. 
L'inconvénient de la chirurgie est qu'on ne peut pas l'utiliser pour des cellules 
cancéreuses diffuses et présentes dans toute la circulation sanguine (Givel, Langer et 
al. 2007; Kavaikin 2007). De plus, l'enlèvement d'une partie de l'organe opéré 
(poumon, colon, estomac ... ) nécessite un temps d'adaptation avant de retrouver un 
fonctionnement normal et, dans certains cas, cela peut nuire à son fonctionnement. 
De plus, le risque d'infection peut être élevé chez des patients à système immunitaire 
fragile (Givel, Langer et al. 2007). 
1.5.1.2 La chimiothérapie 
La chimiothérapie est l'une des principales méthodes de traitement utilisées pour 
éradiquer une tumeur. La découverte des agents anti-cancéreux a le plus souvent été 
fortuite, notamment celle des moutardes azotées ou de l'actinomycine D, lors des 
études visant à caractériser les effets de certains antibiotiques et agents chimiques. La 
chimiothérapie doit aussi beaucoup aux années 1970 et aux découvertes de biologie 
moléculaire, suscitées par le projet 'Cancer' du Président Nixon visant à lutter contre 
le cancer (Barron 2004; Faguet 2005). De nouveaux axes thérapeutiques n'utilisant 
plus l'atteinte cytotoxique comme moyen de guérir le patient, mais plutôt l'arrêt du 
développement des métastases et/ou de leur évolution ont été développés et ont réussi, 
à un certain niveau, à réduire considérablement le potentiel délétère des tumeurs. Le 
docetaxel et les combinaisons, mitoxandrone-prednisone et estramustine-étoposide 
approuvées au Canada pour le traitement du cancer du sein et du cancer de la prostate, 
respectivement, sont parmi ces nouvelles stratégies thérapeutiques (Koss 2006). 
D'autres stratégies sont en cours de réalisation, tel que le projet lancé en 1970 par 
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l'institut national de cancer de Bethesda, promettant le criblage de plus de 40000 
composés d'origine synthétique ou naturelle par an sur un système de lignées 
cellulaires établies in vitro (Bruning 1985). 
La chimiothérapie consiste en l'administration de substances chimiques, 
cytotoxiques pour les cellules souches, dans le but d'arrêter ou de ralentir l'évolution 
de la multiplication des cellules tumorales, ainsi que de limiter ou prévenir la 
formation des métastases. La chimiothérapie est également utilisée pour réduire la 
taille d'une tumeur trop volumineuse et faciliter ainsi son traitement par la chirurgie. 
Les antimétabolites, les alkylants, les alkylants mono-fonctionnels, le méthotrexate, 
les sels de platine, les nitrosurées, la mitomycine, les agents intercalants, les poisons 
du fuseau cellulaire (Vincaleucoblastine, Vincristine, Vindésine, Vinorelbine), les 
taxanes (Paclitaxel, Docétaxel), les substances leurres comme les anti-pyrimidiques 
(5-Fluoro-Uracile, Cytosine Arabinoside, Gemcitabine, Capécitabine, Tégafur) et les 
anti-puriques (6 Mercapto-Purine, Thio-Guanine, Cladribine, Fludarabine, 
Pentostatine) sont les médicaments les plus utilisés en chimiothérapie (Le Pecq 1978). 
La plupart de ces agents anti-cancéreux inhibent des enzymes nécessaires à la 
synthèse de l'ADN, exerçant leur activité maximale durant la phase S. C'est le cas 
des anti-métabolites et des anthracyclines. Les poisons du fuseau bloquent la cellule 
en phase M du cycle cellulaire. Les agents alkylants, le cisplatine et la bléomycine 
agissent durant l'ensemble des phases du cycle cellulaire. Les agents dépendant du 
cycle sont des molécules qui interagissent de façon covalente avec l'ADN, alors que 
les molécules dépendant d'une phase en particulier du cycle cellulaire interagissent 
avec les enzymes impliquées dans la synthèse de l'ADN (Germa Lluch, Segui Palmer 
et al. 1992; Penot 2007; Vaughn 2007). 
L'ensemble de ces molécules n'est pas dirigé sur une cible moléculaire spécifique 
de la cellule cancéreuse.Au contraire l'ensemble des constituants cellulaires peut être 
la cible des agents cytotoxiques. Certains sont plus ciblés que d'autres (1'ADN et les 
protéines du cytoplasme, notamment la tubuline). Les activités de la majorité des 
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agents chimiothérapeutique sont liées à une différence de cinétique de croissance 
cellulaire entre les cellules cancéreuses et les cellules bénignes. Une importante 
fraction des cellules cancéreuses croîent plus rapidement et sont, de ce fait, plus 
sensibles aux produits cytotoxiques. L'administration de ces molécules suit souvent 
des théories et des modèles spécifiques aux tumeurs tels que le modèle de Skipper, la 
théorie de Goldie-Coldman, la théorie des cellules en prolifération et la théorie de la 
crOissance gomperzlenne (Lloyd 1975; Tukagoshi 2003; Gaffney 2004). 
Malheureusement, la plupart des ces agents chimiothérapeutiques sont aussi 
cytotoxiques pour les tissus sains, surtout si la méthode d'administration est 
intraveineuse. Ceci explique les nombreux effets secondaires de la chimiothérapie, 
qui sont pour la plupart du temps tardifs et qui touchent certains organes en 
particulier, comme le cœur, le foie et les reins (Zelnak 2007; Gerber 2008; Srikanth, 
Davies et al. 2008). De plus, plusieurs types de résistance à la chimiothérapie ont été 
observés dans la pratique clinique et ils représentent à leur tour un grand obstacle 
pour la chimiothérapie. La résistance intrinsèque, la chi mio-résistance acquise suite à 
la surexpression de protéines membranaires (la P-glycoprotéine (Pgp 170) et les 
protéines associées à la multidrogue résistance MRP1/2) ou l'amplification de gènes 
codant pour des protéines de réparation de l'ADN sont des obstacles couramment 
rencontrés (Perez-Tomas 2006; Kappelmayer, Udvardy et al. 2007; Sauna and 
Ambudkar 2007). 
1.5.1.3 La radiothérapie: 
La radiothérapie est une méthode de traitement utilisant les rayonnements 
ionisants. On distingue plusieurs formes de radiothérapie, dont l'efficacité varie selon 
le type et la localisation de la tumeur : 
La radiothérapie externe où la source d'irradiation est située à l'extérieur du 
patient. Les sources de cobalt et les accélérateurs linéaires d'énergie de 15 
MeV ou plus sont le plus souvent utilisés pour traiter les tumeurs de la tête, 
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du cou ou du sein, alors que les accélérateurs à haute énergie servent pour 
les tumeurs peu accessibles comme les lymphomes et les tumeurs 
abdominales (Chang, Khuntia et al. 2007; Haffty and Wilson 2009). 
2 La curiethérapie où les sources radioactives sont placées à l'intérieur de 
l'organisme. Dans ce cas, nous observons la subdivision en curiethérapie par 
sources scellées, la curiethérapie interstitielle (la source dans ce cas est 
placée dans la tumeur), la plésiocuriethérapie ou curiethérapie endocavitaire 
(sources placées à l'intérieur de la cavité naturelle dans laquelle se développe 
la tumeur) et la curiethérapie par sources non scellées (liquides 
utilisant l'iode131, le césium 137 ou l'iridium 192 (Hwang, Marymont et al. 
2007; Lukas, Boire et al. 2007; Bilsky, Gerszten et al. 2008). 
L'histoire de la radiothérapie a commencé le 8 novembre 1895, à Vienne, lorsque 
le professeur R6ntgen a découvert les rayons émis par des décharges électriques dans 
un tube à essai (Tousey 1921). Cette expérience a donné naissance à la radiographie 
qui n'a cessé de se perfectionner pour donner par la suite un appareil capable de 
détruire la tumeur (Fox and Klawansky 2006). Ce fut en 1910 que la première tumeur 
fut soignée avec succès en utilisant le principe de radiographie développée par 
R6ntgen (Fox and Klawansky 2006). Les rayons X furent les premières à être utilisés 
pour irradier la tumeur; néanmoins, en raison des dégâts énormes qu'ils pourraient 
causer aux tissus sains avoisinants, on a pensé à les substituer par d'autres appareils 
utilisant, non plus la lumière comme les rayons X et les rayons Q mais plutôt les 
protons. Cette idée a été avancée par Berkley et son frère en 1947, puis réalisée avec 
succès sur leur mère en 1954 (U megaki 1987). 
La radiothérapie vise à éradiquer localement toute trace de cancer. Elle peut être 
utilisée seule (permettant souvent dans ce cas une conservation des organes) ou en 
association avec la chirurgie (soit en pré-opératoire, mais le plus souvent en 
postopératoire, appliquée à la fois sur la tumeur primitive et sur les territoires 
ganglionnaires (Saunders and Dische 1997; Meyer, Verhey et al. 2007). Selon 
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l'objectif du traitement, on distingue la radiothérapie curative qui consiste à éliminer 
la tumeur mère ou les cellules cancéreuses restantes après ablation chirurgicale, la 
radiothérapie palliative qui vise à réduire la taille de la lésion, et la radiothérapie 
symptomatique visant à soulager des douleurs dues à des métastases ou pour prévenir 
la survenue de métastases. 
Comme la chimiothérapie et la chirurgie, la radiothérapie peut être dangereuse en 
cas de complications. Les effets secondaires dépendent souvent de la zone irradiée et 
de la quantité de rayons administrée. La peau traversée est toujours altérée, de 
manière plus ou moins prononcée, et les organes profonds connaissent en général, 
après une période d'irritation, un état de cicatrisation plus ou moins long, d'où la 
nécessité d'une vigilance rigoureuse (Rubin 2008). 
1.S.lA L'immunothérapie 
L'immunothérapie anti-tumorale a conml de grands progrès ces dix dernières 
années. Cette méthode vise au renforcement des défenses naturelles, spécifiques ou 
non, de l'individu contre la tumeur (Old 1996; Guillot 2006). On distingue trois 
formes d'immunothérapies: l'immunothérapie passive, l'immunothérapie active et 
l'immunothérapie adoptive. La première, d'ailleurs la plus ancienne, consiste à 
injecter un ou plusieurs antigènes tumoraux (antigène de télomérase, antigènes de 
différenciation mélanocytaire), sous différentes formes, afin de stimuler une réponse 
immunitaire T in vivo. Cette méthode est également connue sous le nom 
d'immunothérapie spécifique. L'immunothérapie active repose sur la stimulation des 
propres défenses d'un individu pour l'aider à se débarrasser d'un cancer. Les 
interférons, les interleukines et les anticorps spécifiques sont utilisés lors d'une 
immunothérapie active pour stimuler les lymphocytes du patient contre sa propre 
tumeur (Old 1996; Guillot 2006). 
L'immunothérapie adoptive, quant à elle, consiste à apporter au patient des 
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cellules immunologiquement compétentes stimulées in vitro (lymphocytes T). Celles­
ci peuvent être transférées par une greffe de moelle à partir d'un donneur. Cette 
méthode est utilisée le plus souvent dans les cas de traitement des tumeurs solides. 
Cependant, il a été établi, dans des modèles animaux, que la thérapie adoptive des 
tumeurs est plus efficace si elle est précédée d'un traitement immunosuppresseur vu 
le risque élevé du rejet du greffon (Ludewig and Hoffmann 2005; Galien 2006). 
1.5.1.5 L'hormonothérapie 
L'histoire de l'hormonothérapie date de 1941, lorsque Huggins découvre que la 
castration bilatérale réduit considérablement les douleurs osseuses des cancers 
métastatiques de la prostate (Ebacher A. 2003; Elsevier 2003; Azria, Lemanski et al. 
2004). On avait observé depuis longtemps qu'il n'y avait pas de cancer de la prostate 
chez les hommes castrés. Cette thérapie est souvent utilisée pour traiter plusieurs 
types de cancers hormono-dépendants, notamment le cancer de la prostate, le cancer 
du col de l'utérus, le cancer de la thyroïde, le cancer du sein, ainsi que quelques 
réponses fugaces: ovaire et rein. L'hormonothérapie consiste à agir sur la production 
des hormones responsables de la prolifération des cellules tumorales, soit par prise de 
médicaments pour la supprimer temporairement, soit par ablation de j'organe 
sécréteur de l'hormone impliquée. La disparition de l'hormone stimulante peut 
également être effective suite à l'utilisation d'une anti-hormone ou à l'inhibition de la 
synthèse des hormones, voire d'un ou de plusieurs de ses métabolites (Bershtein, 
Poroshina et al. 2004). 
1.5.2 Les méthodes alternatives 
1.5.2.1 L'enzymothérapie 
C'est une thérapie à base de combinaison d'enzymes protéolytiques jouant un rôle 
majeur dans le traitement biologique du cancer. L'histoire de l'enzymothérapie 
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revient à l'ombriologiste John Beard qui, dans son ouvrage «The Enzyme Treatment 
of Cancer and its Sientific Basis », décrit le suc pancréatique purrait servir comme 
traitement efficace pour le cancer. Récemment, les chercheurs ont trouvé un moyen 
d'immobiliser ces enzymes, permettant ainsi de les protéger et de préserver leurs 
activités (Demers, Agostinelli et al. 2001; Averill-Bates, Cherif et al. 2005). Il s'agit 
d'une nouvelle approche thérapeutique très prometteuse, encore expérimentale, c'est­
à-dire qu'à l'heure actuelle elle ne peut pas être prescrite en dehors d'essais cliniques. 
1.5.2.2 La thérapie génique 
Il s'agit d'une méthode thérapeutique visant à traiter la maladie en modifiant la 
séquence d'ADN des gènes impliqués dans la prolifération tumorale. La modification 
de la séquence d'ADN se fait par l'induction d'anomalies afin d'empêcher 
l'expression des protéines responsables de la multiplication et de la prolifération des 
cellules tumorales. Cette technique consiste en l'introduction dans une cellule, dite 
cible, d'un matériel génétique constitué d'un gène sous la dépendance d'une séquence 
de régulation. Cette séquence de régulation est habituellement un promoteur. Le gène 
est introduit soit directement sous forme d'ADN nu, soit grâce à un vecteur, dans le 
génome duquel il est généralement inséré. L'expression de ce gène modifiera les 
propriétés fonctionnelles de la cellule. L'utilisation des virus dans cette méthode a 
pour but l'induction d'une expression, à long terme, des gènes thérapeutiques dans 
l'organisme (exemple du TNFa, gène p53 ... ) (Lattime and Gerson 1999; Young and 
Kerr 2000; Bagley 2008). Cependant, dans le cas de mutations, ce qui est le cas de la 
plupart des cancers, il est encore très difficile d'atteindre cet objectif, car on ne sait 
pas encore réparer spécifiquement une lésion donnée dans un gène donné, mais cela 
n'empêche pas que cette possibilité thérapeutique soit très prometteuse, non 
seulement dans ses applications oncologiques, mais aussi dans d'autres applications 
cliniques. Toutefois, les chercheurs se trouvent devant des obstacles difficiles à 
dépasser, surtout si le vecteur utilisé est un rétrovirus car il n'est pas capable 
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d'infecter les cellules tumorales quiescentes (Lattime and Gerson 1999). 
1.5.3 Thérapies complémentaires 
Des progrès remarquables ont été réalisés dans le domaine de la médecine clinique 
dans le but d'éviter les effets secondaires et immunosuppresseurs des thérapies 
conventionnelles. En plus des possibilités thérapeutiques classiques, d'autres 
éventualités sont proposées par les chercheurs et les médecins. Certains d'entre eux 
sont en cours d'essai en clinique. On peut citer à titre d'exemple: la thérapie 
orthomoléculaire, la thérapie de différenciation, la galvanothérapie, la thérapie 
photodynamique, la thérapie anti-angiogénique, l'ozonothérapie et l'hyperthermie 
(D'Auria, Ciprotti et al. 2007; Hanna, Crosby et al. 2008). 
1.5.3.1 La thérapie orthomoléculaire 
La thérapie orthomoléculaire consiste à optimiser l'environnement cellulaire avec 
un bon régime alimentaire équilibré de molécules naturelles, en particulier, les 
antioxydants naturels (vitamines C et B) minéraux, et huiles (Lesser 1987). La 
thérapie orthomoléculaire remonte au début des années 1950 alors qu'un petit groupe 
de psychiâtres ont commencé à ajouter des doses massives de nutritifs à leurs 
traitements des problèmes mentaux sévères. La substance originale était la vitamine 
B3 (acide nicotinique ou nicotinamide), et la thérapie s'appelait la "thérapie 
mégavitinique." Plus tard, le programme de traitement a été étendu pour inclure 
d'autres vitamines, des minéraux, des hormones, et des diètes, chacune pouvant être 
combinée à la thérapie médicamenteuse conventionnelle et traitements d'électro­
chocs. Quelques centaines de médecins aujourd'hui utilisent cette approche dans le 
traitement d'une variété de conditions, mentales ou physiques. 
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1.5.3.2 La thérapie anti-angiogénique 
C'est une approche qui vise la modification de la fonction des oncogènes et des 
gènes suppresseurs de tumeur tout en restaurant les gènes mutés. Dans ce modèle le 
vecteur utilisé est un liposome cationique, le gène transféré est celui codant pour 
l'endostatine, l'angiostatine ou la thrombospondine. D'un autre coté, des inhibiteurs 
des métalloprotéinases (Marimastat, COL-3, Neovastat) et des inhibiteurs 
synthétiques de 1 1 angiogenèse sont des nouveaux outils de la thérapie an ti­
angiogénique et leur utilsation semble être prometteuse (Khoueir 2004). 
1.5.3.3 L'ozonothérapie 
L'ozonothérapie a pour but de traiter différentes affections et symptômes en 
utilisant les propriétés chimiques de l'ozone. L'ozone est connu pour stimuler la 
production d'antioxydants et prévient donc les agressions cytotoxiques des radicaux 
libres sur les protéines, les lipides et l'ADN, ce qui ralentit le développement et la 
progression des tumeurs (Madej, Antoszewski et al. 1995; Menabde, Natroshvili et al. 
2006). 
1.5.3.4 L'hyperthermie: 
Dans cette courte section, on s'intéressera uniquement aux aspects cliniques de 
1'hyperthermie. Les aspects biochimiques et moléculaires seront désormais détaillés 
dans les chapitres qui suivent. 
L'utilisation de l'hyperthermie remonte à la plus la haute antiquité. Le rapport le 
plus ancien découvert jusqu'à date est celui de l'égyptien Edwin Smith qui a décrit 
dans son papyms chimrgical l'effet thérapeutique de l'hyperthermie contre des 
lésions tumorales. L'intérêt mondial envers l'hyperthermie prends ses racines dans le 
premier congrès international sur l'hyperthermie en oncologie à Washington en 1975. 
Depuis, l'hyperthermie comme stratégie ne cesse de suscité l'intérêt des cliniciens et 
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des chercheurs. 
Appelée aussi thermothérapie, 1'hypelthermie consiste à utiliser la chaleur dans le 
traitement de certains cancers (cancer du cerveau, de la vessie, du rectum, de 
l' œsophage, ... ) et de pathologies urogénitales chroniques. Elle est utilisée seule ou en 
combinaison avec la radiothérapie, la chimiothérapie et aussi la thérapie génique. Le 
principe de ce traitement consiste à envoyer de la chaleur grâce à des ondes 
électromagnétiques jusque dans la tumeur. Les tumeurs mal vascularisées, ne sont pas 
capables d'évacuer la chaleur ce qui induit la mortalité des cellules cancéreuses 
(Basile, Biziato et al. 2008). Souvent, l'application de la chaleur aboutit aussi à 
l'activation de l'ensemble du système immunitaire et à la lutte contre toutes les 
infections dissimulées (Pritchard and Health Research Inc Buffalo; Manjili, Wang et 
al. 2002). Pour atteindre cet objectif, plusieurs appareils ont été conçus. De nos jours, 
les médecins ont recours à des appareils capables de chauffer seulement les régions 
cibles, c'est-à-dire des appareils à infrarouges, à micro-ondes ou aussi la perfusion 
thermique. On distingue ainsi l'hyperthermie globale, l'hyperthermie superficielle, 
l'hyperthermie profonde locorégionale, la perfusion hyperthermique interstitielle et la 
thermothérapie par hautes fréquences (Habash, Bansal et al. 2006). 
Les essais cliniques de phase 1 et 2 montrent que l'hyperthermie possède un 
puissant effet thérapeutique dans le traitement des tumeurs de la tête et du cou, du 
sein, du cerveau, de la vessie, du col de l'utérus, le rectum, du poumon, de l'œsophage, 
de la vulve et du vagin, et des mélanomes (Van Der Zee; 2002). Toutefois, 
l'efficacité de ces essaient semblent dépendre de la température. En général, des 
températures élevées de l'ordre de 44°-45°C sont souvent requises. Selon Averbeck 
et ses collaborateurs, des essais cliniques de phase 1et 2 associant l'hyperthermie à la 
radiothérapie à ct/ou à la chimiothérapie à l'Institut Curie pour le traitement des 
tumeurs profondes en utilisant des applicateurs d'ultrasons (13,56 MHz) ont donnés 
dés résultats prometteurs (Averbeck et aL, 1989). De même, en plus d'un meilleur 
contrôle tumoral local, une amélioration de l'état de santé général, des effets palliatifs 
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et du taux de survie ont été observés chez des patients qui ont reçu un traitement du 
cancer combinant l'hyperthermie à la radiothérapie à et/ou à la chimiothérapie. 
En Allemagne et en Hollande, l'hyperthermie est un standard pour le traitement 
des cancers du col utérin et de certains sarcomes. De nombreux essais cliniques 
européens sont en cours et un programme européen d'excellence, Eurotherm 
regroupant plus de 175 experts dans les domaines de la médecine hautement 
spécialisée a été proposé. Le but de ce projet est d'assurer le suivi et la collecte des 
informations reliés au traitement du cancer par l'hyperthermie afin de mieux 
comprendre les mécanismes d'action de cette possibilité thérapeutique et d'évaluer 
son efficacité. 
L'hyperthermie est également utilisée pour activer la transcription du matériel 
génétique après sa transfection au niveau de la tumeur. Cette étape comporte deux 
étapes majeures : la transfection du matériel génétique et l'activation de la 
transcription par hyperthermie locale modérée en présence d'un promoteur 
thermosensible. 
Il est désormais, prouvé que l'hyperthermie modérée (42 à 45 oC) permet de 
potentialiser les effets de la radiothérapie en augmentant le taux de mortalité chez les 
cellules tumoral. En effet, les progrès technologiques récents permettent de traiter des 
tumeurs profondes par des ondes électromagnétiques en utilisant l'imagerie par 
résonance magnétique (lRM). L'effet complémentaire additif dû à l'hyperthermie 
revient à la sensibilité des cellules tumorales dans des conditions d'hypoxie et de 
faible pH, ou des cellules en phase S de leur cycle cellulaire et qui sont relativement 
radiorésistantes. 
Dans le cas de l'hyperthermie couplée à la chimiothérapie, l'effet bénéfique de 
l'hyperthermie ne se limite pas à la réduction de la quantité de médicaments 
administrés, mais également, à la potentialisation de leurs effets sur des cellules 
tumorales. La mitomycine C, le melphalane, la cisplatine, la doxorubcine, les 
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nitrosurées et le méthotrexate ont tous, démontré un meilleur effet thérapeutique 
lorsque l'hyperthermie est utilisée. Généralement, cette potentialisation est liée à une 
meilleure perfusion intra-tumorale des médicaments et l'augmentation de leurs 
concentrations suite à l'amélioration de la perfusion sanguine par l'hyperthermie. En 
effet, des études in-vivo utilisant la chimiothérapie couplée à l'hyperthermie ont 
montré une toxicité accrue des médicaments sur des cancers de la peau 
(cyc1ophosphamide, bléomycine), le coeur (doxorubine), les reins (cisplatine), le 
tractus urinaire (carmustine) et la moelle (nitrosurées). 
D'une façon générale, tous ces essais cliniques montrent que l'hyperthermie 
est certainement une approche prometteuse et mérite plus d'attention qu'il n'en a reçu 
jusqu'à maintenant. 
CHAPITRE II : L'APOPTOSE
 
2.1 Introduction 
Avant d'aborder le chapitre sur la mort cellulaire par apoptose, il a été jugé utile 
de faire un rappel sur la mort cellulaire et ses étapes. 
La mort cellulaire est un phénomène essentiel au bon déroulement de plusieurs 
processus biologiques afin de maintenir l'homéostasie cellulaire. De ce fait, la mort 
cellulaire joue un rôle fondamental dans le développement et l'établissement de 
systèmes nerveux et inununitaires efficaces. Cependant, plusieurs conditions 
anormales et stressantes peuvent induire la mort cellulaire, qui sera alors considérée 
par l'organisme conune accidentelle et non désirée. 
La mort cellulaire peut se derouler selon plusieurs processus que les scientifiques 
classent en deux catégories: la mort cellulaire passive non programmée et la mort 
cellulaire programmée active. 
2.1.1 La mort cellulaire non programmée passive qui comprend l'oncose et la 
nécrose: 
Ce type de mort cellulaire est le plus souvent brutal et les étapes qui y conduisent 
sont irréversibles. L'oncose ou Mort Cellulaire Passive (MCP) prend son étymologie 
du grec onkos et signifie « masse, volume ». L'oncose doit son nom au fait que, dans 
ce type de perturbation prélétale, la cellule commence par devenir plus volumineuse 
presque inunédiatement après une lésion (Majno and Joris 1995), en raison d'une 
augmentation de la concentration en cations dans le cytosol cellulaire. Le principal 
cation responsable de ce changement de volume est le sodium. Cependant, en absence 
d'ATP ou si la Na+/K.+-ATPase du plasmalemme est inhibée, les protéines 
intracellulaires cessent d'assurer le contrôle du volume et le sodium cytosolique 
augmente (Bortner and Cidlowski 2007). Parmi les phénomènes précoces de l'oncose 
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on observe une augmentation de la concentration intracellulaire de Na+ qui conduit au 
changement de volume cellulaire. De même l'augmentation de la concentration 
intracellulaire de Ca2 +, résultant soit d'un influx à partir de l'espace extracellulaire, 
soit de sa libération à partir des lieux de stockage intracellulaires; résulte en un 
gonflement du cytosol, du réticulum endoplasmique et de l'appareil de Golgi ainsi 
que la formation de vésicules aqueuses autour de la surface cellulaire (Bernardi and 
Rasola 2007). Les mitochondries subissent dans un premier temps une condensation, 
suivie ultérieurement d'un gonflement très important lié aux lésions de la membrane 
mitochondriale interne. Dans ce type de lésion pré-létale, la chromatine finit par se 
dégrader après avoir subi une condensation; néanmoins, le profil en échelle 
caractéristique de l'apoptose n'apparaît pas (Walker, Harmon et al. 1988). 
La nécrose, quant à elle, est une mort cellulaire dite «accidentelle», qui survient 
lors d'un dommage tissulaire (hypoxie, infection, traumatismes, etc.). Cette mort 
touche un ensemble de cellules d'un tissu, contrairement à l'apoptose qui, la plupart 
du temps, n'affecte que des cellules individuelles au sein d'un tissu. Au cours de la 
nécrose, l'ADN nucléaire est dégradé de manière «aléatoire» (Bicknell and Cohen 
1995; Dong, Saikumar et al. 1997)par des endonucléases activées notamment par des 
sérines protéases (Dong, Saikumar et al. 1997). La nécrose s'accompagne d'un 
œdème cellulaire aboutissant à la lyse de la membrane plasmique. Cet éclatement 
cellulaire entraîne le relargage du contenu cytosolique et notamment d'enzymes dans 
le milieu environnant, qui sont responsables de la lyse des membranes des cellules 
voisines. Ce phénomène concourt à une réaction inflammatoire (Kerr 1971) néfaste 
pour l'organisme (Figure 2.1). 
2.1.2 La mort cellulaire programmée active 
Ce groupe est lui aussi à subdiviser en deux sous-groupes dépendamment de 
l'implication d'une famille de sérine protéases dites caspases. Ainsi trois types de 
mort cellulaire font partie intégrante de la mort cellulaire programmée active; 
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l'autophagie et la paraptose qui se déroulent indépendamment des caspases et 
l'apoptose qui se déroule à l'issue de l'induction des caspases. 
2.1.2.1 La mort cellulaire indépendante des caspases et impliquant l'autophagie de 
type Il et la paraptose de type III 
La paraptose se distingue de l'apoptose par l'apparition des vacuoles dans le 
cytoplasme, ce qui explique qu'on l'aurait longtemps confondue avec la nécrose. Les 
gènes et les mécanismes impliqués dans la survenue et le contrôle de la paraptose 
sont encore méconnus. La seule chose dont soit sûre l'équipe de Bredesen est que la 
paraptose ne dépend pas des molécules de la famille des caspases (Sperandio, Poksay 
et al. 2004; Bredesen 2007). Cependant, cette observation se heurte aux conditions 
experimentales puisque seuls les facteurs trophiques ont été utilisés comme facteur de 
stress. 
La mort par autophagie, par contre, est en cours de caractérisation. Le terme 
« autophagie» prend son étymologie du grec onkos et signifie « se manger soi­
même». Chez les animaux, les végétaux et la levure, l'autophagie a principalement 
été décrite lors d'une carence en nutriments pour les récupérer à des fins de survie. À 
ce jour, l'autophagie est connu pour permettre le maintien du métabolisme, de la 
production d'ATP ainsi que pour prévenir le déclenchement de l'apoptose (Cuervo, 
Bergamini et al. 2005; Kurz, Terman et al. 2007). 
Contrairement à l'autophagie de survie, l'autophagie associée à la mort cellulaire 
se caractérise par une augmentation de l'expression de certains gènes atg dont atg6 ou 
beclin1. La protéine bécline 1 s'est avérée indispensable à la formation de la vacuole 
autophagique ou autophagosome lors du processus d'autophagie. L'interaction de la 
protéine béclinel avec la protéine Bcl2 est primordiale dans l'équilibre autophagie de 
survie ou mort autophagique. 
Sur le plan cellulaire, l'autophagie peut se résumer en trois étapes: tout d'abord, la 
formation d'une vacuole initiale (lysosome ou autophagosome) permettra de 
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séquestrer le matériel cytoplasmique. Ensuite, ces organites vont se transformer en 
vacuole dégradative et vont fusionner avec le lysosome. Ceci permettra alors l'apport 
d'un grand nombre d'enzymes servant à dégrader la plupart des macromolécules 
biologiques et les organelles séquestrés comme l'appareil de Golgi, les ribosomes, le 
réticulum endoplasmique et le noyau. Cependant, puisque les microfilaments sont 
préservés, on suppose que le cytosquelette est requis pour l' autophagocytose (Bursch 
and Ellinger 2005). Jusqu'à date, trois formes d'autophagie ont été décrites: 
l'autophagie influencée par les chaperones et stimulée par la carence en nutriments, la 
macroautophagie impliquant la formation de vésicules cytosoliques à double 
membrane et la microautophagie qui est encore méconnue à l'heure actuelle. La 
microautophagie survient lorsque le cytoplasme est séquestré par invagination de la 
membrane Iysosomale/vacuolaire (Massey, Zhang et al. 2006; Klionsky, Cuervo et al. 
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Figure 2.1 : Caractéristiques morphologiques de l'apoptose et de la nécrose. En dépit de la diversité des signaux de mort, toutes les cellules engagées dans le 
processus apoptotique montrent des modifications morphologiques et biochimiques similaires: (A) condensation de l'ADN et dislocation des organites; (8) 
bourgeonnement de la membrane plasmique et formation des corps apoptotiques. Contrairement à l'apoptose, la nécrose, considérée comme une mort cellulaire 
passive caractérisée par une modification de la perméabilité membranaire entraînant une entrée massive d'eau, une dilatation du cytoplasme et des organites (D), 
la rupture des membranes et la libération dans le milieu environnant du contenu cytoplasmique (E), déclenchant ainsi une réaction inflammatoire. Figure adaptée 
de Hail and Carter 2006. 
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2.1.2.2 La mort cellulaire dépendante des caspases et impliquant l'apoptose de type 1 
La mort cellulaire physiologique de type 1, ou apoptose, est une forme de suicide 
cellulaire qui apparaît au cours du développement afin de contrôler le nombre de 
cellules et maintenir l'homéostasie tissulaire. L'initiation et l'exécution de l'apoptose 
impliquent des interactions entre des signaux extérieurs dans l'environnement 
cellulaire et des récepteurs internes sensibles aux dommages cellulaires. L'apoptose 
peut être initiée par de nombreux stress cellulaires, incluant les agents cytotoxiques 
ou encore les rayons D. Ainsi, plusieurs médicaments utilisés en cancérologie 
agissent en promouvant la mort par apoptose des cellules cancéreuses. Dans ce 
manuscrit, on s'intéressera uniquement à la mort cellulaire par apoptose et aux 
mécanismes de son induction par l'hyperthermie comme alternative au traitement du 
cancer. 
Toutefois, la classification actuelle des différents types de mort cellulaire mène à 
quelques ambigüités sur les termes et les critères choisis et présente donc des limites 
puisque des critères apoptotiques et autophagiques peuvent être observés dans une 
même cellule. Par exemple, la perméabilisation de la membrane mitochondriale 
pourrait être observée chez des cellules mourantes par autophagie, par nécrose ou par 
apoptose, mais à des degrés différents. En effet, dans le cas ou peu de mitochondries 
sont altérées, l'activation de l'autophagie conduit à la destruction Iysosomale des 
mitochondries affectées et à la réparation de la cellule. Lorsque plusieurs 
mitochondries sont impliquées, la perméabilisation mitochondriale commence à 
promouvoir l'apoptose, suite au relargage de cytochrome c et plusieurs autres facteurs 
pro-apoptotiques. Finalement, lorsque toutes les mitochondries de la cellule sont 
altérées, la quantité d'ATP devient profondément réduite et la mort cellulaire 
nécrotique s'ensuit rapidement. Cette manière graduelle de fonctionner permet à la 
cellule d'abord de promouvoir la réparation, ensuite la réabsorption cellulaire et 
finalement la détérioration massive et non sélective des tissus (Rodriguez-Enriquez, 
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He et al. 2004). 
2.2 Généralités sur l'apoptose 
Le terme apoptose dérive d'une nomenclature latine désignant la chute automnale 
des pétales ou des feuilles et a été utilisé pour la première fois par Kerr et ses 
collaborateurs en 1972 pour décrire une forme de mort cellulaire différente de la 
nécrose (Kerr, Wyllie et al. 1972). Il s'agit d'une forme active d'autodestruction qui 
correspond à une réaction de l'organisme à des stimuli physiologiques ou 
pathologiques. Elle résulte de l'exécution d'un programme hautement régulé, qUI 
consiste en l'activation d'enzymes et l'expression de nombreux gènes pro ou anti­
apoptotiques qui vont induire la destruction d'une cellule tout en préservant l'intégrité 
tissulaire environnante. Elle est également indispensable au remodelage, au maintien 
de l'homéostasie tissulaire (Evan and Littlewood 1998) et à la régulation des réponses 
immunitaires (ex: l'auto-sélection positive des lymphocytes). Elle permet, en effet, 
de sélectionner et d'éliminer les cellules potentiellement dangereuses pour 
l'organisme, les cellules surnuméraires et les cellules dysfonctionnelles (Rai, Tripathi 
et al. 2005). 
Une apoptose insuffisante peut être à l'origine de maladies auto-immunes comme 
le lupus érythémateux disséminé. Les cellules cibles de l'immunité à médiation 
cellulaire meurent également par apoptose. 11 s'agit des cibles reconnues par les 
lymphocytes T cytotoxiques, les cellules tueuses Natural Killer (NK). D'un autre coté 
une apoptose inefficace, déréglée ou bien suractivée est observée dans de nombreuses 
pathologies telles que les maladies néoplasiques, neuro-dégénératives ou ischémiques. 
La place de l'apoptose en pathologie infectieuse est également grandissante, prenant 
une importance capitale dans la compréhension du développement des maladies 
bactériennes ou virales, en particulier celles liées au virus de l'immunodéficience 
humaine (Kaul, Garden et al. 2001; Hacker, Kirschnek et al. 2006). 
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2.3 Changements morphologiques au cours de l'apoptose 
Contrairement à la nécrose, la mort des cellules par apoptose se caractérise par de 
profonds changements morphologiques, génétiques et biochimiques stéréotypés. Une 
des premières modifications morphologiques due à l'apoptose est la réduction du 
volume cellulaire (Figure 2.1). Au cours de cette étape, le cytoplasme se condense et 
les organites cellulaires sont morphologiquement intacts (Abraham and Shaham 2004; 
Zlender 2006). Le noyau, quant à lui, se rétrécit, la chromatine se condense, se 
fragmente, forme des amas puis des croissants accolés à l'enveloppe nucléaire. Ce 
phénomène est habituellement accompagné d'une fragmentation irréversible de 
l'ADN nucléaire. La fragmentation de l'ADN par des endonucléases prend la forme 
d'un clivage de l'ADN en larges fragments de 300 000 et/ou de 50 000 paires de bases. 
Cette première fragmentation est typiquement suivie d'un clivage internucléosomal 
très spécifique du processus apoptotique, qui aboutit à l'apparition de monomères ou 
d'oligomères de 180-200 paires de bases (Rovere-Querini, Brunelli et al. 2008). 
La membrane plasmique est le siège de remaniements regroupés sous le nom de 
zéose. Elle présente des irrégularités, puis des boursouflures sous forme de doigts de 
gants qui donnent naissance à des corps apoptotiques renfermant une partie du 
cytoplasme et des organites cellulaires à l'état intact. Ces changements 
morphologiques sont souvent accompagnés de changements biochimiques comme la 
translocation de résidus phophatidylsérines sur la face externe de la bicouche 
lipidique (Loro, Vintermyr et al. 2005). L'ensemble de ces modifications entraîne la 
reconnaissance et la phagocytose des corps apoptotiques par les macrophages et 
prévient le déversement du contenu cytoplasmique dans le milieu extracellulaire, 
empêchant ainsi toute réaction inflammatoire locale (Fadok, Voelker et al. 1992; 
Martin and Green 1995; Martin, Takayama et al. 1995). 
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2.4 Mécanismes moléculaires et voies de signalisation de l'apoptose 
Il existe aujourd'hui plusieurs voies de signalisation aboutissant à l'apoptose 
(Figure 2.2). D'une manière plus explicite, les chercheurs ont classé ces voies 
signalétiques en trois principales voies. La première, est appelée voie intrinsèque. 
Elle met en jeu la mitochondrie et occupe une place centrale dans les mécanismes 
moléculaires de l'apoptose. La deuxième voie, connue aussi sous le nom de voie des 
récepteurs de mort, est une voie extrinsèque initiée à la surface de la cellule par des 
récepteurs membranaires. Ces deux voies de signalisation aboutissent à l'activation 
des caspases, famille de protéases ayant un rôle cleCdans l'apoptose et, par 
conséquent, elles sont qualifiées de voies signalétiques dépendantes des caspases 
(Figure 2.2). Récemment, plusieurs autres voies ont été découvertes et sont en cours 
d'investigation, comme la voie indépendante des caspases mettant enjeu une protéine 
mitochondriale inductrice de l'apoptose (AlF), la voie du granzyme B lors des 
réponses inflammatoires, ou encore l'apoptose médiée par ['endonucléase G. Outre la 
voie intrinsèque et la voie extrinsèque, le réticulum endoplasmique apparaît comme 
un compartiment cellulaire déclencheur de l'apoptose en cas de stress rigoureux 
(Srivastava and NetLibrary; Manskikh 2007; Ziegler and Kung 2008). 
Suite à son déclenchement, le processus apoptotique se déroule en trois phases: 
1. Une phase d'induction variant en fonction des signaux déclencheurs; 
2. Une phase effectrice nécessitant l'activation des caspases ; 
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Figure 2.2 : Représentation schématique des différentes voies moléculaires de l'apoptose. La signalisation 
cellulaire conduisant à l'apoptose fait intervenir des mécanismes complexes. La mitochondrie, le réticulum 
endoplasmique et les récepteurs de mort sont les trois principales voies de signalisation conduisant à l'apoptose 
suite à l'activation des caspases initiatrices: la caspase 8 et la caspase 10 pour la voie extrinsèque et la caspase 
9 activée via l'apoptosome pour la voie intrinsèque. Les caspases initiatrices activent alors des caspases dites 
d'exécution (caspase 3), qui vont cliver divers substrats (lCAD, PARP ... ). Dans le cas du RE, l'activation de la 
caspases 12 pourrait survenir suite à l'activation de la caspase 7. Il peut y avoir interaction entre ces trois voies, 
par le clivage de BID (membre de la famille Bcl2), qui va activer la voie mitochondriale et amplifier le signal 
apoptotique. Figure adaptée de Zhang eta al., 2005. 
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2.4.1 Voie des récepteurs de mort cellulaire 
Dans cette voie extrinsèque de l'apoptose, l'activation des différents récepteurs de 
mort se trouvant ancré à la membrane cytoplasmique aboutit à l'activation d'une voie 
de signalisation intracellulaire complexe. Les récepteurs de mort sont classés en sept 
familles; Fas (CD95/APO-1), les récepteurs de mort DR3, DR6, p75NGFR (facteurs 
de croissance nerveux), ainsi que les deux récepteurs de TRAIL, les molécules DR4 
(TRAIL-R1) et DR5 (TRAIL-R2) et le facteur de nécrose tumorale TNF-R1 
(p55/CD120a; Locksley et al., 2001). Cette dernière, comprend au mOInS une 
vingtaine de membres classés en deux groupes selon leurs structures: 
1 Le premier groupe comprend les récepteurs qui possèdent un domaine de 
mort (DD) intracellulaire comme le TNF-R1. Ils assurent la transmission d'un signal 
apoptotique par activation des caspases (Figure 2.3). 
2 Un deuxième groupe comprend les récepteurs qui ne possèdent pas de DD, 
comme pour TNF-R2. Ces récepteurs recrutent d'autres molécules capables d'activer 
le facteur de transcription NF-w, connu pour son rôle dans le maintien de la survie 
cellulaire (Locksley, Killeen et al. 2001; Gupta 2005; Jin and El-Deiry 2005). 
Certains de ces récepteurs nécessitent des molécules adaptatrices pour assurer 
leurs fonctions proapoptotiques. On cite, à titre d'exemple, les protéines associées au 
domaine de mort du récepteur Fas (FADD) ou du récepteur TNF-Rl (TRADD) qui 
vont se lier respectivement au Fas-R et au TNF-Rl pour assurer le recrutement des 
caspases. Ce mode d'activation varie d'un récepteur à un autre. Dans le cas des 
récepteurs TNF-R ou Fas-R, par exemple, après fixation du ligand, le récepteur se 
trimérise et entraîne une modification de conformation du domaine DD. Ce 
changement de conformation permet la fixation de la protéine, associée au TNF-Rl, 
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Figure 2.3 : La voie des récepteUl's de mort Fas et TNF-Rl. La signalisation de la voie du récepteur de mort 
active se fait par sa région cytoplasmique connue sous le nom de domaine de mort (DD). La fonction de cette 
séquence conservée est de recruter de protéines adaptatrices au niveau du DD. Ces protéines adaptatrices 
appelées domaine de mort associé au Fas (FADD) ou domaine de mort associé au TNF (TRADD) et possèdent 
leur propre DD par lequel eUes sont recrutées au niveau des récepteurs actives. Les protéines adaptatrices 
possèdent également un second domaine d'interaction protéique appelé domaine effecteur de mort (DED) dont 
la fonction est de recruter la pro-caspase 8 ou 10 via leurs domaines DED. Le complexe ainsi formé est appelé 
complexe de signalisation de mort (DISC). Figure adaptée de Wallach et al., 2008 
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Une fois fixée au récepteur, TRADD ou FADD s'associe à la procaspase 8 pour 
former un complexe de signalisation de mort dit DISC, assurant l'auto-clivage de la 
procaspase 8 ou 10. La caspase 8/1 0 activée déclenche une cascade d'activation 
d'autres caspases, dont la caspase 3, qui clivent alors certaines protéines cellulaires 
essentielles à la survie (PARP, la protéine Tau,1es protéines de cytosquelette ... ) 
(Hengartner 2000; Hengartner and Bryant 2000). Cette étape peut être régulée par 
une protéine appelée c-Flip (pour FLICE inhibitory protein; Irmler et al., 1997). c­
Flip contient deux domaines effecteurs de mort cellulaire (DED) qui vont lui 
permettre de se lier aux prodomaines des caspases 8 ou 10, et ainsi empêcher leur 
recrutement aux récepteurs de mort (notamment Fas-R et TNF-R ; (Bump, Hackett et 
al. 1995). 
2.4.2 Voie intrinsèque: voie mitochondriale 
Mis à part son rôle dans la production d'ATP, la mitochondrie joue un rôle 
important dans la régulation des mécanismes moléculaires de l'apoptose. En effet, de 
nombreux changements biochimiques surviennent au niveau des mitochondries suite 
aux stimuli engendrant un stress ou un dommage cellulaire, que ce soit à la suite d'un 
choc thermique ou osmotique, des radiations ionisantes, ou d'un sevrage en cytokines 
(Mohamad, Gutierrez et al. 2005). Parmi ces changements, on cite la perméabilisation 
de la membrane mitochondriale, accompagnée dans la plupart des cas d'une chute du 
potentiel transmembranaire mitochondrial (\fiL'-.m) et de l'ouverture des mégapores 
mitochondriaux (Zomig, Hueber et al. 2001). Cette altération est considérée comme 
le point de non-retour du processus apoptotique. La perturbation du potentiel 
membranaire mitochondrial a pour principales conséquences l'altération de la 
production d'ATP et le rclargage de plusieurs substances de l'espace inter­
membranaire vers le cytosol (Kelly, Sandoval et al. 2003). Le facteur inducteur de 
l'apoptose « AIF », la protéine inhibitrice des protéines activatrices de l'apoptose, 
nommée selon leurs fondateurs Diablo (Verhagen, Ekert et al. 2000) ou Smac (Du, 
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Fang et al. 2000)(Smac/Diablo, pour Second Mitochondria-derived Activator of 
Caspases/Direct IAP-Binding protein with Low pl) et le cytochrome C sont parmi les 
principaux facteurs impliqués dans cette voie intrinsèque (Figure 2.4). Une fois libéré 
par la mitochondrie, le cytochrome C s'associe au facteur d'activation des protéases 
apoptotiques Apaf-I, qui s'unit à la procaspase 9 en présence d'ATP pour former 
l'apoptosome (Hengartner 2000). Dans ce complexe, la caspase 9 est activée et clive 
les protéases «effectrices» (caspases 3, 6 et 7) qui entraînent l'activation de la mort 
cellulaire par apoptose (Zou, Henzel et al. 1997). 
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Figure 2.4 : Représentation schématique de la voie mitochondriaJe de l'apoptose. La voie intrinsèque, initiée par 
différents signaux peut conduire à l'apoptose via la mitochondrie. Les protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl2 telles 
Bax, Bik, Bak, Bid, Bad et Bim sont des médiateurs importants de ces signaux. La voie mitochondriale est initiée par la 
libération du cytochrome c et d'autres facteurs pro-apoptotiques (AlF et Endo-G), Le cytochrome c se fixe au facteur 
d'activation des protéases apoptotiques 1 (Apaf-l), à !'ATP et à la pro-caspase 9 pour former un complexe nommé 
l'apoptosome. Lorsque l'apoptosome est formé, la caspase 9 initiatrice d'apoptose est activée. Ce type d'apoptose via la 
mitochondrie peut être inhibé à différents niveaux par des protéines anti-apoptotiques, ineluant les lAPs, Bcl-2 et Bel-xL. 
Figure adaptée de kim et al. 2006. 
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2.4.2.3 Rôle de la famille Bcl-2 
La famille Bcl-2 est un ensemble de protéines qui jouent un rôle important dans 
l'apoptose. Elles sont nombreuses et sont localisées au niveau de la membrane 
externe mitochondriale, du réticulum endoplasmique ou de la membrane nucléaire 
grâce à leur séquence transmembranaire carboxyterminale (Figure 2.5). Elles sont 
classées en deux groupes: 
1 Les molécules anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 contenant quatre 
domaines appelés BH (BH 1 à BH4, pour domaine homologue au Bcl-2) 
correspondant à des hélices C et essentiels aux fonctions anti-apoptotiques 
de Bcl-2. Le domaine BH4, spécifique des molécules anti-apoptotiques, n'est 
pas retrouvé dans le deuxième groupe; 
2 Les molécules proapoptotiques (comme Bax et Bok) présentant des 
homologies souvent remarquables entre leurs domaines BH 1 à 3. Leur 
translocation du cytosol vers la mitochondrie conduit à la perméabilisation 
de la membrane mitochondriale et la libération du cytochrome C, aboutissant 
ainsi à l'induction de l'apoptose via l'activation de la procaspase 9 (Youle 
and Strasser 2008). 
Le domaine transmembranaire est présent au niveau de tous les membres de la 
famille Bel-2, à l'exception de Bad et Bid, et il permet l'ancrage des protéines aux 
membranes mitochondriales, du réticulum endoplasmique et du noyau (Krajewski, 
Tanaka et al. 1993). 
Le rapport entre le niveau des protéines pro et anti-apoptotiques semble déterminer 
la sensibilité de la cellule à l'apoptose (Nguyen, Branton et al. 1994; Sedlak, Oltvai et 
al. 1995). Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL exercent leur effet anti­
apoptotique en partie par leur liaison à la protéine proapoptotique Bax au niveau de 
leurs domaines BHl, BH2 et BH3. Une telle interaction prévient la libération du 
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cytochrome C, essentiel pour la formation de l'apoptosome et pour l'activation des 
caspases. D'autre part, l'emplacement sur la membrane externe du RE ou de la 
mitochondrie de certains membres de la famille BeI-2, entre autre Bax et Bim, Puma 
et Noxa, leur permet de jouer un rôle de canaux ioniques régulant le flux calcique 
(Daniel and Smythe 2004). Pour certains membres de la famille Bcl-2, notamment 
Bad et Bim, la phosphorylation est un facteur déterminant dans la régulation de leur 
activité proapoptotique (Figure 2.6). En présence du facteur de croissance 
interleukine 3 (IL-3), la protéine proapoptotique Bad est phosphorylée au niveau de 
deux sérines (ser 112 et ser 136) par la kinase Akt de façon dépendant de la 
PI3Kinase. La phosphorylation de Bad régule son emplacement dans la cellule et son 
rôle proapoptotique. Une fois phosphorylée, Bad ne peut plus lier BeI-2 ou Bel-xL et 
sera donc séquestrée dans le cytosol par la protéine 14-3-3 (Zha, Harada et al. 1996) 
avant d'être dégradée par le protéasome. En l'absence d'IL-3, Bad déphosphorylée 
entraîne la libération de la protéine 14-3-3 et donc le démasquage du domaine BH3 
(Figure 2.6). Ce dernier peut alors interagir avec Bel-xL ou BeI-2 bloquant ainsi leur 
activité anti-apoptotique (Kelekar, Chang et al. 1997; Zha, Harada et al. 1997). 
La phosphorylation de Bim, par contre, est nécessaire pour son activité 
proapoptotique. Dans des conditions physiologiques normales, la protéine Bim est 
séquestrée par la chaîne légère 1 de la dynéine (DLC 1) sur le réseau des microtubules 
de la cellule. La phosphorylation de Bim sur les sites de liaison à DLC 1 a pour effet 
d'induire sa libération dans le cytosol et sa migration vers la mitochondrie (Lei and 
Davis 2003). 
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Figure 2.5: Classification des membres de la famille de BeI-2. Seulement certains membres représentatifs sont 
montrés et sont retrouvés chez les mammifères, sauf mention contraire. Les domaines Bcl-2 Homology, le module 
d'interaction Trp-Trp-Glu, le domaine HECT ubiquitin ligase et les segments transmembranaires TM sont indiqués à 
droite. Figure adaptée de Youle and Strasser 2008. 
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Figure 2.6: Représentation schématique des mécanismes d'interaction entre les divers membres de la famille 
Bel-2. Tous les membres Bcl-2 à l'exception de Bid et Bad possèdent un domaine peptidique C terminal hydrophobe 
de 20 acides aminés qui permet aux protéines de s'ancrer dans une membrane. La caractéristique importante des 
protéines de la famille de Bcl-2 est de pouvoir former des homo- ou des hétéro-dimères. La balance entre la vie ou la 
mort est influencée par le ratio de dimères anti- vs pro-apoptotiques. Ainsi, la formation majoritaire de dimères anti­
apoptotiques préserve la vie cellulaire, alors que la présence accrue de dimères pro-apoptotiques conduit vers la mort 
cellulaire. Ce ratio est lui aussi influencé par le taux d'expression, la localisation de ces protéines, de leur niveau de 
phosphorylation ou encore de clivages protéolytiques. (A)La caspase 8 active clive la protéine Bid en tBid. Ce 
fragment induit un changement conformationnel et la translocation de Bax à la mitochondrie. Ceci cause le relargage 
du cytochrome c. (B) Suite à un dommage au niveau des microtubules, la protéine Bim est libérée et empêche par 
inhibition compétitive l'action anti-apoptotique de Bcl-2. (C) La protéine Bad, quant à elle est activée par 
déphosphorylation conduisant à sa dissociation de la protéine 14-3-3. (D) Les protéines Bcl-2 et Bel-xL sont anti­
apoptotiques lorsqu'elles ne sont pas inhibées. Elles assurent la stabilisation de la membrane mitochondriale externe et 
empêchent l'action des membres Bcl-2 pro-apoptotiques. Figure adaptée de http://www.ambion.com/tools/pathway/ 
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2.4.2.2 Le pore de perméabilité transitoire (PPT) 
L'ouverture de ce pore serait associée à la diminution du potentiel 
transmembranaire mitochondrial (DOm; (Zamzami, Maisse et al. 2001» résultant en 
une entrée massive d'eau et d'ions, provoquant un gonflement suivi d'une rupture de 
la membrane externe mitochondriale et de la libération des protéines apoptogènes. 
L'ouverture et la fermeture de ce pore seraient, entre-autres, régulées par les membres 
de la famille Bcl-2. 
2.4.2.3 La formation de canaux ioniques non spécifiques 
Plusieurs hypothèses retenues à l'heure actuelle suggèrent que ces protéines 
subissent des réarrangements structuraux au niveau de la membrane mitochondriale 
pour former des hétéro- ou des homodimères capables de former des pores 
membranaires, soit seuls, après oligomérisation, soit en association avec d'autres 
protéines telles que la porine mitochondriale (connue également sous le nom de canal 
anionique voltage-dépendant VDAC) ou l'adénine nucléotide translocase (ANI) 
(Figure 2.7). En effet, au cours de l'apoptose, suite au elivage de Bid, sa forme 
tronquée (tBid) est connue pour interagir avec Bax et le libère de son interaction avec 
Bel-2 ou BeI-xL. Ceci induit un changement de conformation de Bax, sa translocation 
et son oligomérisation dans la membrane externe de la mitochondrie (Figure 2.7). 
tBid peut également transloquer à la mitochondrie et activer Bak, induisant son 
oligomérisation dans la membrane mitochondriale. Bax et Bak forment alors des 
canaux hétérotétramériques à travers lesquels le cytochrome c peut être relargué dans 
le cytosol. Les membres anti-apoptotiques de la famille Bel-2, tels que Bel-2 et Bel­
xL, inhibent le changement de conformation et l'oligomérisation de Bax et de Bak. 
Les membres pro-apoptotiques à unique domaine BH3 tels que Bad, Bim, Bmf et 
Noxa interagissent avec Bel-2 et Bel-xL, inhibant leur fonction protectrice et pouvant 
même les convertir en membres pro-apoptotiques (Youle and Strasser 2008). 
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Figure 2.7: Représentation schématique de l'ouverture des pores de transition de perméabilité PTP. La pennéabilisation de la 
membrane mitochondriale pourrait résulter de l'ouverture du PTP, un complexe multi-protéique situé aux points de contact entre la membrane 
externe et interne de la mitochondrie. Il s'agit d'un complexe fonné de la porine mitochondriale (VDAC, canal anionique voltage dépendant) 
localisée à la membrane externe, du translocateur de l'adénine (ANT) localisée à la membrane interne et de la cyclophiline D se trouvant dans 
la matrice. VDAC et ANT peuvent fonner des pores non-spécifiques et s'ouvriraient suite à l'action d'effecteurs pro-apoptotiques (tels que le 
Ca2 +, les radicaux libres (ROS) ou Bax). Cette ouverture provoquerait la dissipation du t-.':Pm et une perméabilité de la membrane interne aux 
molécules inférieures à 1500 daltons. Figure adaptée de Abou-Sleiman et al., 2006. 
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2.4.2.4. Rôle des caspases dans la transduction du signal apoptotique 
Les caspases (pour Cysteinyl Aspartate-Specific Protease) sont des médiateurs 
importants de la mort cellulaire. Elles sont caractérisées par la présence d'une 
cystéine dans leur site catalytique leur permettant de reconnaitre puis clivent des 
chaînes polypeptidiques au niveau d'un résidu aspartique de la partie carboxy­
terminale par leur séquence consensus Aspartate-Glutamine-Valine-Aspartate soit 
DEVD, d'où le nom de caspase qui est dérivé de Cyst-Asp-protéase. Elles jouent un 
rôle primordial dans le processus apoptotique. En effet, l'activation de ces protéases 
conduit au clivage de protéines vitales pour la cellule (protéines cytoplasmiques et 
nucléaires impliquées dans le métabolisme, la réparation de l'ADN, le cycle cellulaire 
et la régulation de l'apoptose). Chez les mammifères, les caspases constituent une 
famille de 15 protéases à cystéine (Tableau 2.1). Normalement, elles sont synthétisées 
sous forme de précurseurs inactifs, les zymogènes. L'activation de la caspase entraîne 
un clivage protéolytique du site DEVD de la proenzyme et l'association de la petite 
avec la grande sous unité catalytique au sein d'un complexe tétramérique, constituant 
ainsi la caspase active (p10/p20)2 (Figure 2.8). Cette activation peut être réalisée soit 
par autocatalyse ou par une autre caspase. La cascade d'activation des caspases se fait 
à deux niveaux: les caspases d'amont, dites initiatrices, comme la caspase 8, la 
caspase 10 et la caspase 9 et dont l'activation, suite à divers stimuli, permet le clivage 
et l'activation subséquente d'autres caspases en aval, dites effectrices, comme la 
caspase 3, la caspase 6 ou la caspase 7 (Thornberry 1998; Thornberry and Lazebnik 
1998) (Figure 2.9). Les caspases initiatrices possèdent un long prodomaine qui 
interagit avec le domaine DED (caspases 8 et 10) ou CARD (domaine de recrutement 
des caspases) alors que les caspases effectrices possèdent un prodomaine court 
(Launay, Hermine et al. 2005; Youle and Karbowski 2005). 
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Tableau 2.1: Liste des différents membres de la famille des caspases. Les caspases 
sont des protéases à cystéine. Elles sont caractérisées par une spécificité absolue 
pour un aspartate en position Pl de leur site de clivage qui est très conservé 
(Howard et al., 1991). Il est composé d'un résidu à cystéine incluse dans une 
séquence peptidique de type QACRG. Il semble que plusieurs caspases partagent 
le même substrat dont le premier qui a été identifié est l'enzyme requise dans la 
réparation des molécules d'ADN poly-ADP-ribose polymérase (PARP) Tableau 
adapté de Alnernri et al., 1997; Nunez et al., 1998 ; Thomberry and Lazebnik, 
1998. 
Caspase Autre nom Substrat Motifs de Sites de clivage Site actif 
clivage 
Caspase-l ICE Pro-Il-lB YVHD-X Asp-103, Asp119, Asp- QACRG 





Caspase-2 Nedd2, PARP DEVD-X Asp-152 (site exacte QACRG 
ICH-l inconnu) Asp-316, Asp­
330 
Caspase-3 CPP32, PARP DEVD - X Asp-91Asp-28, Asp-175 QACRG 
Varna, Ul-70 kDa DGPD - X 
apopam DNA-PK DEVD -X 
Protein DMQD-
Kinase C X 
1 
SREBP-l DXXD 
etSREBP-2 DEPD - X 






Caspase Autre nom Substrat Motifs de Sites de clivage Site actif 
clivage 
Caspase-4 ICErclII, Pro-IL-Ill LEVD-X Asp-l04 Asp-270 Asp- QACRG 
TX,ICH-2 UI-70 kDa? (W/L)EHD 289 




Caspase-5 ICEreIIII, (W/L)EHD Asp-121 (site exacte QACRG 
TY -x inconnu), Asp-311, Asp­
330 
Caspase-6 Mch2 Lamine A VElD - X Asp-23 Asp-179 Asp- QACRG 
PARP? DEVD-X 193 
UI-70 kDa DGPD-X 
Caspase-7 Mch3,ICE­ PARP DEVD-X Asp-23, Asp-198 QACRG 
LAP3, 
CMH-l 
Caspase-8 MACH, Touts les IETD-X Asp-210 Asp-216, Asp- QACQG 
FLICE, autres pro- LETD-X 374 Asp-384 
Mch5 caspases 
Caspase-9 Asp-J30 (site exacte non 
ICE-LAP6, PARP? DEVD-X connu) A p-315 QACGG 
Mch6 Pro-Caspase­ (possibilité de clivage par 
3 granzyme B)/ Asp-330 
(clivage par caspa e-3) 
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Ca.vpase Autre nom Substrat Motifs de Sites de clivage Site actif 
clivage 
Ca.vpase-IO Mch4 Tous les IEAD-X Asp-219, Asp-372 QACQG 
autres pro­
caspases 
Caspase-ll Ich-3 ----_.­ ------­ ---- ­
Caspase-12 Caspase-I2 ATADIADT ----- ­ ------­ ----­
D 
Caspase-13 Erice WVSD ----- ­ ------­ ---- ­
Caspase-14 Viz LGGD DEVD-X ------ ­ ----­
Caspase-15 ---- ­ -----­ ----- ­ ------ ­ --_._­
Procaspase 











Figure 2.8 : Représentation schématique du mécanisme d'activation des caspases. La maturation des pro-caspases initiatrices et effectrices est 
similaire. Les pro-domaines N et C terminaux sont clivés en premier au niveau du site Asp-x. L'assemblage de deux fragments p20 et deux 
fragments plO est ce qu'on appelle enzyme active ou caspase. Figure adaptée de Chowdhury et aL, 2008. 
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Figure 2.9: Représentation schématique de l'activation de la cascade de caspases. L'activation de la cascade 
apoptotique se déroule en deux étapes: les caspases initiatrices sont les premières à être activées par la voie 
mitochondriale (caspase 9) et/ou la voie des récepteurs de mort (caspases 8 et 10). La caspase 9, activée au niveau 
de J'apoptosome, va permettre J'activation par clivage en cascade des caspases effectrices (2, 3, 6 et 7). Une fois 
activées, les caspases effectrices vont cliver un grand nombre de protéines cibles, entraînant une perte ou un gain 
de fonction de ces protéines et menant ainsi à la réalisation du processus de mort cellulaire. Parmi les caspases 
effectrices, la caspase 3 est responsable de la majorité des altérations observées durant la phase d'exécution. 
Figure adaptée de Taylor et aL, 2008 
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2.4.3 Apoptose induite par le réticulum endoplasmique 
La majorité des protéines sécrétées et membranaires sont synthétisées dans le 
réticulum endoplasmique où elles sont repliées et assemblées avant d'être 
transportées. Sous certaines conditions cellu laires, des protéines de conformation 
anormale s'accumulent dans le réticulum endoplasmique et induisent la réponse 
connue sous le nom de stress du RE ou "ER stress". Jusqu'à présent, deux principales 
réponses au stress du RE ont été identifiées. La première connue sous le nom de 
«réponse aux protéines mal pliées» (pour unfolded protein response ou UPR), permet 
aux cellules de résister au stress et de survivre alors que la deuxième réponse consiste 
à activer le processus apoptotique lors d'un stress rigoureux au RE (Schroder 2006). 
2.4.3.1 La réponse UPR 
La réponse UPR se déroule en trois étapes: la première consiste à activer les gènes 
codant pour les protéines résidantes dans le RE, afin de rendre la voie sécrétrice plus 
importante, ceci en augmentant l'activité de repliement des protéines et en évitant leur 
agrégation (Tableau 2.2). L'activation de ces gènes nécessite également l'arrêt de 
l'apport en protéines vers le RE, ce qui constitue la deuxième étape. Celle-ci se 
résume par la baisse du niveau de traduction des protéines afin de réduire leur niveau 
dans le RE et, par conséquent, empêcher l'accumulation de protéines mal repliées 
dans le RE (Schroder 2006; Foufelle and Ferre 2007). 
Les voies de signalisation intracellulaire déclenchées durant la réponse UPR sont 
basées sur l'activation des protéines transmembranaires du RE et sur l'épissage 
alternatif de l'ARN messager. Ces voies impliquent principalement trois protéines; 
Irel, Haclp/ATF6 et PERK. La première protéine a un mécanisme d'action similaire 
aux récepteurs membranaires. En effet, dans les conditions physiologiques normales, 
la chaperone Bip se trouve liée à ces trois protéines, les maintenant ainsi à l'état 
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inactif. L'accumulation des protéines à conformation anormale dans la lumière du RE 
entraîne la dissociation de la chaperone Bip des protéines Ire1 et de la kinase PERK 
pour se lier aux protéines à conformation anormale. Un tel effet aura comme 
conséquence l' oligomérisation et l'autophosphorylation en trans de la kinase PERK. 
Il en résulte la phosphorylation du facteur général d'initiation de la traduction elF2a 
sur son résidu sérine 51, ce qui prévient la formation du complexe d'initiation de la 
traduction (Bemales, Papa et al. 2006; Sekine, Takeda et al. 2006; Lai, Teodoro et al. 
2007). 
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KAR2 BiPIGRP78 HOEL (levures) Protéine chaperonne 
K.DEL (Homme) 
LHSI HOEL Protéine chaperonne/famille des KAR2 
EROI PRVI Oxydoréductase 
EUGI BOEL Echange du pont disulfide 
SCJl K.DEL Cofacteur pour Kar2p 
lEMI NFGL Cofacteur pour for Kar2p 
INOI ERLL Biosynthèse de l'inositol 
OP13 KKNM Synthèse des phospholipides 
CHOI IPKP Synthèse des phospholipides 
PDll PDI HOEL (levure) Synthèse des phospholipides 
KEEL (homme) 
FKB2 FKBP13 KSAA (levure) Cis-trans prolyl isomérase 
RTEL (homme) 
GT KKNM (1 evure) Glycosylation des protéines à conformation anormale 
REEL (homme) 
GRP94 K.DEL Protéine chaperonne 
GRP170 NOEL Protéine chaperonne 
ERP72 KEEL Echange du pont disulfide 
ERP59 K.DEL Echange du pont disulfide 
ERP29 KEEL Echange du pont disulfide 
HSP47 RDEL Chaperonne du collagène 
Calreticuline K.DEL Rétention des glycoprotéines mono-glucosylées 
CHOPIGADDl53 LHQA Induction de la transcription 
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Dans certaines conditions cellulaires, la quantité de protéines de conformation 
anormale dans le RE augmente si fortement que l'équipement cellulaire en 
chaperones et en protéines de dégradation est saturé. Les protéines mal pliées ont 
tendance à s'accumuler, plaçant les cellules dans une situation où elles sont 
susceptibles de déclencher la dégradation active des protéines. Ce mécanisme de 
dégradation, connu aussi sous le nom de «ERAD» (pour dégradation associée au 
réticulum cndoplasmique), est activé suite à la transcription de certaines protéines 
spécifiques telles que les ligases associées au RE (ex: la protéine ligase Doa 10, 
l'ubiquitine ligase HRDl...) (Figure 2.9). Cette troisième étape de la réponse 
cellulaire au stress du RE représente un phénomène de dégradation active nécessitant 
la formation du complexe BiP/Kar2 et la transcription de Hacl. Ceci aura comme 
conséquence l'induction des différents gènes codants pour les protéines impliquées 
dans le transport, la glycosylation, le transport vésiculaire et le métabolisme protéique 
tels que HRD l, HRD3, DERl et UBC6 (Bemales, Papa et al. 2006; Sekine, Takeda 
et al. 2006; Lai, Teodoro et al. 2007). Le transport des protéines par le translocon 
dans le cytoplasme induira leur déglycosylation et leur lIbiqllitinylation puis leur 
dégradation par le protéasome 26S (Szegezdi, Logue et al. 2006; Hetz 2007; Scriven, 
Brown et al. 2007; Toth, Nickson et al. 2007). 
2.4.3.2 L'apoptose via la voie du RE 
Dans le cas d'un stress rigoureux au RE, les cellules ont tendance à déclencher la 
deuxième réponse, qui les mènera à l'apoptose. L'apoptose induite par le RE est 
souvent associée à une augmentation du taux du facteur de transcription nucléaire 
CHOP/GADD 153 (membre de la famille des facteurs de transcription CIEBP ; (Ron 
and Habener 1992), de même qu'à la phosphorylation du facteur eIF-2a (Kaufman 
1999). Ces facteurs sont impliqués dans l'activation de la cascade des protéases à 
cystéines, plus particulièrement les caspases 12 et 4 (Figure 2.10) (Nakagawa, Zhu et 
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al. 2000). Il faut également noter que l'amplification du taux du facteur 
CHOP/GADD 153 conduit à la baisse du taux des protéines de la famille Bcl-2 dans le 
cytoplasme et à la sensibilisation de la perméabilité des mitochondries aux protéines 
proapoptotiques de la famille Bcl-2 (Morishima, Nakanishi et al. 2002; Zhang and 
Kaufman 2006). 
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Figure 2.10 : Représentation schématique de l'apoptose induite par un stress du réticulum endoplasmique. L'apoptose induite par le stress du RE 
comprend trois voies. La première voie d'induction de l'apoptose par le RE met en jeu la voie de la kinase JNK. En cas du stress du RE, le domaine 
cytosolique d'IREI se lie à la protéine adaptatrice TRAF2 causant ainsi l'activation de la kinase ASK-l qui va activer à son tour la kinase JNK. Une fois 
activée, JNK assure la phosphorylation du Bim et sa translocation vers la mitochondrie. Par conséquent une cascade apoptotique Bax dépendante 
s'active. La deuxième voie apoptotique induite par un stress du RE est basée sur l'activation de la caspase 12. Celle-ci est localisée au niveau de la 
membrane du RE côté cytosolique. Son activation est assurée par la m-calpaïne ou la translocation de la caspase 7 du cytosol vers la membrane du RE. Le 
troisième mécanisme d'induction d'apoptose est médiée par la caspase 8 et la protéine Bap3!. Cette dernière est une protéine ancrée dans le RE et recrute 
dans un complexe (comprenant entre autres son homologue Bap29) la procaspase 8 qui peut s'y activer. Une fois activée, la caspase 8 clive aussi Bap3l 
pour générer un fragment N-terminal pro-apoptotique. Le clivage de la caspase 8 à ce niveau pourrait également affecter l'homéostasie calcique du RE. Le 
relargage du calcium du RE et sa reprise par la mitochondrie favorise la voie apoptotique cytochrome c dépendante. Figure adaptée de Kim et al., 2006. 
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La première voie d'induction de l'apoptose par le RE met en jeu la voie de la c-Jun 
N terminal kinase ONK). En cas de stress rigoureux du RE, le domaine cytosolique 
de Ire1 se lie à la protéine adaptatrice 2 associée au récepteur TNF (TRAF2) causant 
ainsi l'activation de la kinase régulatrice des signaux apoptotiques (ASK-1) qui va 
activer à son tour la JNK. Une fois activée, JNK assure la phosphorylation de Bim 
(membre proapoptotique de la famille Bcl-2) et sa translocation vers la mitochondrie. 
Par conséquent, une cascade apoptotique dépendante de Bax s'active (Urano, 
Bertolotti et al. 2000) (Figure 2.10). 
La deuxième voie apoptotique induite par un stress du RE est basée sur l'activation 
de la caspase 12. Celle-ci est localisée au niveau de la membrane du RE du côté 
cytosolique. Son activation est assurée par plusieurs mécanismes, soit entre autre, le 
clivage protéolytique par les calpaïnes. C'est une endopeptidase cytosolique activée 
par le calcium, qui induit le clivage protéolytique et donc l'activation de la 
procaspase 12 ainsi que le clivage et l'inactivation de Bcl-xL (Nakagawa and Yuan 
2000). D'autres études ont montré que cette caspase pourrait être également activée 
suite à la translocation de la caspase 7 du cytosol vers la membrane microsomale 
(Rao, Hermel et al. 2001) (Figure 2.10). 
Le troisième mécanisme d'induction d'apoptose met en jeu la caspase 8 et la 
protéine Bap31. Cette dernière est une protéine ancrée dans le RE et elle recrute dans 
un complexe (comprenant entre autres son homologue Bap29) la pro-caspase 8 qui 
peut s'y activer. Une fois activée, la caspase 8 clive aussi Bap31 pour générer un 
fragment aminotcrminal proapoptotique. Le clivage de la caspase 8 à ce niveau 
pourrait également affecter l'homéostasie calcique du RE. La libération du calcium 
du RE et sa reprise par la mitochondrie favorisent la voie apoptotique dépendant du 
cytochrome c (Momoi 2004). 
Les membres de la famille Bcl-2 sont de puissants régulateurs de l'apoptose 
induite par le RE (Hetz 2007; Toth, Nickson et al. 2007), alors que les membres à 
multiples domaines BH régulent la sortie du calcium du RE. Les protéines BH3, elles, 
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servent plutôt à intégrer les sIgnaux apoptotiques provenant des différents 
compartiments cellulaires et à les transmettre au RE en régulant l'homéostasie 
calcique. Plusieurs modèles ont été élaborés pour expliquer comment les protéines 
BH3 pouvaient participer à la régulation de l'apoptose induite suite au stress du RE. 
Outre Bax, connue pour jouer un rôle dans la perméabilisation de la membrane du RE 
lors d'un stress de ce dernier, les protéines BH3 seulement, comme Noxa et Puma, 
sont connues pour être induites d'une façon dépendante de p53. Une fois exprimées, 
ces protéines migrent vers les membranes du RE et/ou de la mitochondrie pour 
assurer la libération des différents apoptogènes, y compris le calcium du RE (Figure 
2.10). Bik, Bim et Bak sont aussi reconnues comme protéines régulatrices de 
l'apoptose induite par le RE. La balance entre les pro-apoptotiques activés et les anti­
apoptotiques inactivés conditionnerait la libération du calcium du RE (Hetz 2007). 
2.4.3.3 Rôle du calcium dans la régulation de l'apoptose 
Le calcium est le cation le plus abondant chez les vertébrés (20 à 30 g/kg chez 
l'homme). La plus grande partie du calcium est fixée par les os où il joue un rôle 
structural et fonctionnel important. Le calcium est un deuxième messager 
intracellulaire impliqué dans une grande variété de fonctions cellulaires comme la 
contraction musculaire, la sécrétion, la transcription des gènes, la croissance 
cellulaire et l'apoptose (Verkhratsky 2007; Berridge et al., 1998; Meldolesi and 
Pozzan, 1998; Pozzan et al., 1994). Plusieurs organelles subcellulaires sont 
impliquées dans le stockage du calcium, notamment le réticulum sarco­
endoplasmique, l'appareil de Golgi, la mitochondrie et le noyau (Pozzan, Rizzuto et 
al. 1994). 
Le RE constitue une réserve importante de calcium. L'accumulation du calcium 
dans le RE se fait contre un gradient électrochimique à l'aide de la pompe calcique 
nommée SERCA. Le rôle de cette dernière consiste à assurer le transfert des ions 
Ca2+ du cytosol vers le RE suite à l'hydrolyse d'ATP. Dans le RE, le calcium se 
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trouve soit libre, soit lié à des protéines tampon (calcium-binding proteins). 
La mitochondrie est également impliquée dans la régulation de l'homéostasie 
calcique et module notamment les signaux calciques issus du RE (Carafoli 2002). 
L'accumulation du calcium dans la mitochondrie est favorisée par l'élévation 
transitoire de la concentration calcique cytosolique à proximité des canaux calciques 
de la membrane cytoplasmique et de la membrane du RE (Figure 2.11). La diffusion 
rapide de calcium dans le réseau mitochondrial permet donc d'induire rapidement les 
métabolismes mitochondriaux, entre autres la synthèse d'énergie sous forme d'ATP 
(Pinton and Rizzuto 2006; Rizzuto and Pozzan 2006). 
D'un autre coté, l'implication de l'appareil de Golgi dans l'accumulation du 
calcium, et l'homéostasie calcique en général, est maintenant clairement définie. Les 
propriétés des protéines permettant l'accumulation du calcium dans l'appareil de 
Golgi sont similaires à celles des pompes du RE (Missiaen, Van Acker et al. 2004), 
suggérant qu'il s'agit d'une pompe calcique de type P, similaire sinon identique à 
SERCA (Rojas and Moretti-Rojas 2000). 
Finalement, le noyau se caractérise lui aussi par un gradicnt dc concentration de 
calcium, ce qui laisse suggérer que le calcium ne peut pas diffuser librement entre le 
noyau et le cytoplasme et qu'un système régule l'entrée et la sortie du calcium (Lee, 
Dunn et al. 1998). De nombreuses études montrent que le calcium est responsable de 
la régulation de plusieurs événements nucléaires, et que, par conséquent, la régulation 
de la concentration est d'une importance considérable (Bootman, Thomas et al. 2000). 
Pour ne citer qu'elles, dans le cytosol, on retrouve des centaines de protéines de type 
" EF-Hand " comme la calmoduline, la parvalbumine, la calbindine et la troponine C 
qui jouent un rôle "tampon", et dans le RE on retrouve la calséquestrine, la 
calréticuline et l'endoplasmine qui présentent à la fois une forte capacité de stockage 
et une faible affinité pour le calcium. 
L'implication du calcium dans le processus apoptotique induit par différents stress 
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est souvent associée à son rôle dans l'activation de plusieurs protéases et 
endonucleases. En plus de son rôle dans le clivage et l'activation des calpaïnes, le 
calcium participe également à l'activation de plusieurs endonucléases dites 
dépendantes du calcium ou dépendantes du calcium et du magnésium, jouant un rôle 
dans la fragmentation de l'ADN durant l' apoptose. Il a été reporté récemment que le 
calcium peut activer les caspases, notamment la caspase 3 (Bernardi and Rasola 2007; 
Verkhratsky 2007). Le calcium active également diverses protéines kinases, dont la 
protéine kinase C, la calmoduline, et la phospholipase A, toutes connues pour jouer 
un rôle dans l'apoptose (Colomer and Means 2007; Huang and Miller 2007). 
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Figure 2.11 : Représentation schématique du rôle du calcium dans la régulation des fonctions cellulaires et l'apoptose : CA) Le calcium est un 
second messager cellulaire aux bio-propriétés multifonctionnelles. Il est indispensable au fonctionnement de la cellule et à sa réplication et joue un rôle 
important dans plusieurs processus métaboliques cellulaires; tels que le maintient de l'équilibre basique (acidité/alcalinité) dans les organelles et 
l'activation de plusieurs enzymes calcium dépendantes. (8) Le calcium joue également un rôle important dans les phases d'induction et/ou d'exécution de 
la mort cellulaire programmée. Divers stimuli apoptotiques (exemple: céramides et staurosporine) peuvent affecter l'homéostasie calcique qui elle-même 
peut induire l'apoptose et mener à l'activation des protéases calcium dépendantes (caspases et des calpaïnes). L'accumulation de calcium dans le cytosol 
suite à la perte de l'homéostasie calcique est souvent la cause de la pennéabilisation de la membrane mitochondriale par un déséquilibre du ratio BaX/Bel­
2 et le relargage des divers facteurs pro-apoptotiques, y compris le calcium. Le calcium active également plusieurs facteurs de transcriptions et 
endonuc1éases calcium ou calcium/magnésium dépendantes impliqués dans la régulation du processus apoptotique. Figure adaptée de Rizzuto et al., 2003. 
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2.4.3.4 Rôle des calpaïnes dans la régulation de l'apoptose 
Découvertes en 1964 par Guroff, les calpaïnes font partie de la famille des 
cystéines protéases. Ce sont des enzymes cytoplasmiques, non lysosomales, neutres 
et dépendantes du calcium (Croall and McGrody 1994). Quinze isoformes ont été 
trouvées jusqu'à aujourd'hui et elles sont codées par 15 gènes différents désignés par 
l'acronyme CAPN (Moyen, Goudenege et al. 2004). Les plus représentées des 
calpaïnes sont la calpaïne 1 et 2 (d'après leur ordre d' élution sur colonne 
chromatographique de type DEAE). Les noms fl- et la m-calpaïne leur ont été 
attribués suite à la découverte de la quantité de calcium nécessaire pour leur 
activation. Elles sont les plus étudiées et font partie du groupe des calpaïnes 
ubiquitaires présentes dans tous les tissus animaux. À ces calpaïnes, il faut rajouter 
diverses formes moins conventionnelles issues d'un épissage alternatif, ou de 
l'absence d'une sous-unité, ainsi que des formes spécifiques d'un tissu donné, comme 
la calpaïne 3 (p94) qui est spécifique du muscle (Wu, Tomizawa et al. 2007). 
2.4.3.4.1 Régulation des calpaïnes 
Les calpaïnes sont synthétisées sous forme de proenzymes. L'activation des 
calpaïnes conventionnelles nécessite une autolyse dépendante du calcium qui est 
souvent potentialisée par l'interaction avec les phospholipides membranaires (Elce, 
Davies et al. 1997). La concentration du calcium nécessaire à l'activation des 
calpaïnes varie d'une calpaïne à une autre. La calpaïne 1 requiert une concentration 
de calcium allant de 5 à 50 DM pour être activée, alors que la calpaïne 2 nécessite de 
250 à 1000 DM de calcium (Ohno, Emori et al. 1984). Il a été rapporté que l'activité 
intracellulaire des calpaïnes est régulée par son inhibiteur naturel endogène, la 
calpastatine. La liaison de celle-ci aux calpaïnes est dépendante du calcium. Ainsi, 
pour que la calpastatine se lie aux calpaïnes, ces dernières doivent être chargées en 
calcium, mais à un niveau inférieur à celui permettant de les activer (Cottin, Vidalenc 
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etaI. 1981). 
Finalement, la phosphorylation des calpaïnes sur l'un des neuf sites de 
phosphorylation (mais 8 pour la calpaïne 2), localisés majoritairement sur la sous­
unité catalytique de 80 kDa, par la protéine kinase A (PKA), la protéine kinase C 
(PKC), la calmoduline kinase II, la caséine kinase 1 ou la protéine kinase G, pourrait 
jouer un rôle potentiel dans leur activation (Shiraha, Glading et al. 2002). 
2.4.3.4.2 Rôles des calpaïnes 
Les fonctions physiologiques des calpaïnes sont nombreuses et varient d'un 
tissu à l'autre. Dès lors, elles sont impliquées dans plusieurs événements majeurs de 
la cellule tels que le cycle cellulaire, la motilité et la fusion cellulaire, la régulation de 
la transcription, l' apoptose et la nécrose, la gestion du cytosquelette et la régulation 
des cascades de signalisation. L'inhibition complète de l'expression de la sous-unité 
régulatrice des formes ubiquitaires est connue pour être létale (Goll, Thompson et al. 
2003). La fonction principale des calpaïnes consiste à cliver souvent les liaisons entre 
deux domaines d'un substrat, provoquant ainsi la perte ou l'acquisition de fonctions 
et de propriétés spécifiques, plutôt que d'induire une destruction du substrat. Dans ce 
manuscrit, on s'intéressera uniquement aux calpaïnes ubiquitaires, la ~l- et la m­
calpaïne. 
Par ailleurs, la translocation des calpaïnes du cytosol, où elles résident dans les 
conditions physiologiques normales, vers la périphérie de la cellule en réponse à un 
signal cellulaire leur permet d'accomplir ces fonctions variées. Le clivage du 
cytosquelette est la fonction la plus décrite des calpaïnes (Saido, Suzuki et al. 1993; 
Wu, Tomizawa et al. 2007). Ainsi, le rôle des calpaïnes dans l'organisation du 
cytosquelette se résume dans le clivage de plusieurs substrats comme l'a-actinine, la 
spectrine, la taline, les intégrines et bien d'autres molécules, toutes impliquées dans la 
liaison de la membrane au cytosquelette et au milieu extra-cellulaire (Goll, Thompson 
et al. 2003). Les calpaïnes ubiquitaires sont également impliquées dans la migration 
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cellulaire (Joffroy, Dourdin et al. 2000), dans l'adhésion intercellulaire et la liaison à 
la matrice extracellulaire (Carragher, Levkau et al. 1999) ainsi que dans la motilité 
des fibroblastes (Glading, Chang et al. 2000; Glading, Bodnar et al. 2004). De 
nombreuses études ont rapporté l'implication des calpaïnes dans la progression du 
cycle cellulaire, soit directement par clivage de protéines régulant le cycle, soit 
indirectement par protéolyse de substrats cytosquelettiques jouant un rôle dans le 
cycle cellulaire (Choi, Lee et al. 1997). 
Les calpaïnes interviennent aussi au niveau de la mort cellulairc par apoptose ou 
nécrose (Patel, Gores et al. 1996; Solary, Eymin et al. 1998). Son implication dans la 
mort des cellules neuronales a été démontrée dans plusieurs études. L'équipe de 
Yoshida, de même que celle de Rajgopal, par exemple, rapportent que la calpaïne 2 
joue un rôle potentiel dans la neurodégénérescence due à l'alcoolisme (Yoshida, 
Sorimachi et al. 1995; Rajgopal and Vemuri 2002). D'autres études menées sur la 
mort neuronale montrent que les calpaïnes sont activées lors de dommages à l'ADN 
et favoriseraient l'accumulation de p53 (Sedarous, Keramaris et al. 2003). 
Contrairement à ces études, d'autres travaux suggèrent une possible implication des 
calpaïnes dans la division cellulaire car celle-ci semble ralentie, ou même bloquée, 
par l'addition dans le milieu d'inhibiteurs synthétiques des ca/païnes (MeHgren, Shaw 
et al. 1994; Zhang, Lane et al. 1996; Zhang and Mellgren 1996; Shoji-Kasai, ltakura 
et al. 2002). 
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Figure 2.12 : Représentation schématique du rôle des calpaïnes. Les calpaïnes sont des 
protéases à cystéine, non-lysosomiales, dont l'activité, de type papaïne, est dépendante du 
calcium et du pH. Ces enzymes agissent à pH neutre et sont responsables de la protéolyse 
calcium-dépendante. Les calpaïnes sont des protéases hétérodimériques et possèdent un 
domaine leur permettant d'interagir avec le calcium de type EF-hand. Elles sont capables de 
dégrader de nombreux substrats. Citons en particulier les enzymes, les protéines de structure 
et de signalisation. http://www.ambion.com/tools/pathway/pathway/ 
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2.5 Protéines régulatrices de l'apoptose 
Plusieurs autres protéines et facteurs participent à la régulation de l'apoptose et, 
par conséquent, elles peuvent être à l'origine des maladies liées à une déficience de 
l'apoptose. La protéinc AlF, la protéine c-Flip, les protéines inhibitrices de l'apoptose 
(lAPs), la protéine Smac/Diablo et les protéines lAPs, sont des facteurs impliqués 
dans la régulation des différents stades de l'apoptose (Bemardi and Rasola 2007). 
2.5.1 La protéine inductrice de l'apoptose (AIF) 
La protéine AlF joue un rôle décisif dans les processus d'apoptose indépendante 
des caspases et elle est remaquablement impliquée dans la mort apoptotique 
embryonnaire. C'est une flavoprotéine de 57 kDa qui possède à la fois des séquences 
de localisation mitochondrial (MLS) et nucléaire (MLS). Dans les conditions 
physiologiques normales, AlF est localisée au niveau de l'espace intermembranaire 
des mitochondries. Sa libération dans le cytoplasme et sa migration dans le noyau 
suite aux stimuli apoptotiques sont connues responsables de la condensation de la 
choromatine et la dégradation de l'ADN à grande échelle. Il a été également 
démontré qu' AlF joue son rôle pro-apoptotique en causant la libération des protéines 
apoptogéniques localisées au niveau de la mitochondrie (Kime et al., 2006) (Figure 
2.13). 
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Figure 2.13: Rôle de la protéine AIF dans l'apoptose. Le précurseur de l'AIF (67 kDa) est synthétisé dans le 
cytoplasme puis importé dans la mitochondrie~ Une fois dans l'espace intermembranaire, la séquence MLS est clivée, la 
protéine change de conformation tout en incorporant le groupement prosthétique FAD (<<Flavin Adenin Dinueleotide»). 
C'est une protéine bifonctionnelle ayant probablement une activité oxydoréductase et un rôle pro-apoptotique. Après 
exposition de la cellule à un stimulus pro-apoptotique, l'AIF se transloque de l'espace intermembranaire vers le cytosol 
puis vers le noyau. L'AIF interagit directement avec J'ADN sans spécificité de séquence et engendre une condensation 
périphérique de la chromatine ainsi qu'une fragmentation de ['ADN en larges fragments de 50 kpb. L'AIF est inhibé par 
la Hsp70 et la protéine Bel-xL. Figure adaptée de LÜ et al., 2003 
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2.5.2 Les protéines inhibitrices de l'apoptose (lAPs) 
Cinq homologues de la famille des lAPs ont été identifiés: cIAPl/ HIAP-2/hMIHB, 
NAIP, cIAP21HIAP-l/hMIHC, XIAP/hILP et la survivine (Hay, Wassarman et al. 
1995). Ces inhibiteurs interviennent à différents niveaux dans la cascade apoptotique 
en bloquant aussi bien la maturation des caspases initiatrices que celle des caspases 
effectrices. Ainsi, XIAP, clAP-l et cIAP-2 inhibent-elles les caspases 3, 7 et 9 mais 
pas les caspases l, 6 et 8 (Deveraux, Roy et al. 1998). La structure des lAPs, à 
l'exception de la survivine, est caractérisée par la présence de 3 domaines BIRs (pour 
baculovirus IAP repeats) dans leur partie aminoterminale et d'un domaine 
d'interaction protéine-protéine contenant un atome de zinc dans leur partie 
carboxyterminale. La survivine, par contre, ne contient que les domaines BIRs. 
Différentes études ont montré que seul BIR2 était requis pour inhiber les caspases 3 
et 7 et que le domaine RING n'était pas nécessaire (Takahashi, Deveraux et al. 1998). 
De plus, il semble que cIAP-I et cIAP-2 puissent se lier aux facteurs associés au 
TNF-RI, entre autres TRAF-I et 2, grâce à leur motif BIR (Roy, Deveraux et al. 
1997). 
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Figure 2.14 : Représentation schématique des protéines lAPs. Cette figure schématise les séquences polypeptidiques des 8 membres de la 
famille IAP actuellement identifiés: X (X-linked) IAP, c (cytoplasmic)-IAPl, c-IAP2, N (Nucleotide binding) lAP, ML (Melanoma and 
Lymphoma) IAP, lLP2 (lAP-like protein-2), Survivine, Bruce/Apollon chez les mammifères. Les lAPs sont constituées de différents domaines 
protéiques dont les domaines BIR (Baculoviral JAP repeat) sont indispensables à l'activité anti-apoptotique d'lAP. Chaque domaine BIR 
possède des fonctions distinctes et une spécificité de liaison aux caspases). BIR-l et -2 assurent la liaison et l'inhibition de l'activité des caspases 
3 et 7 alors que BIR-3 inhibe l'activation et l'activité de la caspase 9. Figure adaptée de Riedl and Shi, 2004. 
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2.5.2 FLIP 
L'étape de formation du DISe peut être régulée par la protéine Flip qui possède 
deux domaines effecteurs de mort (DED) mais aucun site catalytique actif. Son rôle 
consiste à inhiber l'activation de la caspase 8 par compétition. En effet, grâce à ses 
domaines de morts (DED), Flip peut se fixer aux prodomaines des pro-caspases 8, 
empêchant ainsi leur recrutement aux récepteurs de mort tels que Fas ou TNF-Rl 
(Irmler, Thome et al. 1997). 
Il existe différents variants transcriptionnels de Flip (Yuan, Shaham et al. 1993; 
Komiyama, Rayet al. 1994; Bump, Hackett et al. 1995). Seuls deux sont présents au 
niveau protéique: une forme longue c-FLIPL et une forme courte c-FLIPs. La forme 
longue possède, en plus des deux DEDs, l'équivalent d'un domaine caspase inactif. 
La forme courte est formée uniquement de deux DEDs. Toutes les formes résultantes 
d'un tel épissage de c-Flip sont capables de s'associer à FADO et/ou à la caspases 8, 
bloquant ainsi la formation du DISe. Toutefois, le mécanisme exact de l'inhibition 
par Flip reste imprécis, et d'autres éléments sont susceptibles de bloquer la formation 
du DiSe (Krueger, Schmitz et al. 200\). 
CHAPITRE III : LES MAP KINASES 
Les protéines kinases sont des sérine/thréonine kinases qui possèdent un site 
de phosphorylation conservé: Thr-X-Tyr. La classification de ces MAP kinases 
dépend de la nature de l'acide aminé compris dans le motif de phosphorylation. Ainsi, 
si cet acide aminé est la glycine, la MAP kinase appartient à la famille des kinases 
p38. L'acide aminé X dans les MAP kinases ERK est le glutamate alors que dans la 
famille des JNK, c'est une proline. Les MAP kinases partagent entre elles plusieurs 
propriétés, parmi lesquelles: 
1.	 Une MAP kinase est phosphorylée par une kinase à double spécificité 
reconnaissant à la fois la thréonine et la tyrosine; 
2.	 Les MAPK sont des kinases « proline-dirigées ». Cependant, les sites de 
reconnaissance des substrats sont souvent spécifiques à chaque kinase; impliquant 
ainsi une sélectivité du substrat; 
3.	 Les mécanismes d'activation ainsi que les acteurs impliqués peuvent être 
communs à plusieurs MAP kinases appartenant à des familles différentes. 
4.	 La spécificité d'une voie de signalisation des MAP kinases est obtenue avec des 
protéines d'échafaudage capables de lier et séquestrer certaines composantes de la 
voie et être recrutées par certains types de signaux comme la protéine kinasc KSR 
(pour kinase suppresseur de Ras), JIP1I2 ou la protéine MP1. 
5.	 L'activation des MAP kinases implique un recrutement membranaire d'une 
MAP3K. Ce recrutement commandera son oligomérisation et sa phosphorylation 
(Pimienta and Pascual 2007). 
L'activation de ces MAP kinases ainsi que leurs fonctions biologiques sont variables 
et complexes (Figure 3.1). En effet, la même kinase pourrait jouer un rôle dans le 
maintien de la survie cellulaire comme elle pourrait induire la mort par apoptose. 
Cette dualité dépend de la nature du stress, de la durée d'exposition, de la dose ainsi 
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que du type de tissu (tableau 3.1). Le rôle physiologique de chacune de ces MAP 
kinases sera abordé dans les paragraphes qui suivent. Cependant, dans ce projet, on 
mettra l'accent sur protéines kinases p38 et JNK. On essaiera également d'investiguer 
leurs rôles dans le déroulement des divers processus biologiques, en particulier 
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Figure 3.1 : Schéma représentatif des protéines kinases. Les protéines kinases forment des 
réseaux fortement interactifs pour exécuter, au niveau cellulaire, des fonctions intégrées dans 
l'organisme. Les voies de transduction des MAP kinases représentent un des systèmes 
signalétiques primordiaux que la nature utilise dans plusieurs systèmes cellulaires pour 
accomplir une variété de fonctions tels que la prolifération, la différenciation et l'apoptose, en 
réponse à une pléthore de stimuli (facteur de croissance, stress physiques et chimiques, 
cytokines ... ). Le déroulement de la cascade signalétique débute par l'activation d'une petite 
GTPase se situant en amont d'un module central constitué de trois kinases: des MAPK 
kinase kinases qui phosphorylent et activent les MAPK kinases (MAPKK ou MKK exemple: 
MEKI-2; MKK3-7), qui à leur tour, activent et phosphorylent les MAPK (ERKI-7, p38, 
JNKl-3 ... ). Une fois phosphorylées, les MAP kinases activent et phosphorylent divers 
substrats impliqués dans diverses fonctions biologiques (Figure adaptée de Nagai, et al., 
2002). 
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Tableau 3.1 Liste des différents substrats des MAP kinases. Tableau adapté de 
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3.1 La voie des JNKs 
On les appelle JNK en raison de leur propriété à lier la portion amino-terminale de 
la protéine c-Jun conduisant à sa phosphorylation sur deux de ses sérines. Elles sont 
codées par trois gènes. Les gènes Jnkl et Jnk2 sont exprimés de façon ubiquitaire. En 
revanche, le gène Jnk3 a un modèle d'expression plus limité: il est majoritairement 
exprimé dans le cerveau, le coeur et les testicules. Ces gènes subissent un épissage 
alternatif, donnant naissance à dix isoformes de JNK (Gupta, Barrett et al. 1996). Les 
protéines résultant de la transcription des trois gènes sont des protéines avec ou sans 
région carboxyterminale et de poids moléculaires de 46 et 55 kDa, respectivement. La 
signification biologique de l'épissage altematif de ces trois gènes est la production 
d'isoformes possédant des sites d'ancrage des substrats avec une affinité sélective 
différente d'un isoforme à un autre (Gupta, Barrett et al. 1996; Tanoue, Adachi et al. 
2000). 
3.1.1 Rôle pro-apoptotique des JNKs 
La voie des JNKs est une voie importante pour plusieurs processus biochimiques 
au niveau des cellules. Bien que'elle soit évidente, l'implication de la voie de JNK 
dans l'apoptose induite par divers stimuli (stress oxydatif, céramides, choc 
thermique ... ) est encore mal élucidée. De plus, dans d'autres études, la JNK est 
décrite comme anti-apoptotique. En effet, la phosphorylation de plusieurs protéines 
pro-apoptotiques comme BAD par JNK résulte en leur inactivation. Pour résoudre 
cette nuance, on a récemment proposé deux hypothèses pour expliquer comment 
l'activation de JNK peut contribuer à l'apoptose. Ces deux hypothèses sont fondées 
sur le seuil d'activation de JNK. La première hypothèse suggère que JNK pourrait 
induire l'apoptose via certains membres de la famille Bcl-2 (comme Bim, Bcl-2 et 
Bel-XL), sans pour autant induire une dépolarisation membranaire ni la libération du 
cytochrome C (Davis 2000; Lei and Davis 2003). Dans la deuxième hypothèse, on 
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sollicite la durée d'activation de la JNK durant l'arrêt du cyele cellulaire, ce qui 
conduira les cellules à la mort par apoptose. 
Ainsi on a montré qu'en l'absence d'activation du facteur NF-KB, l'activation 
prolongée de JNK contribue à l'apoptose induite par le TNF-a (Papa et aL, 2004). De 
même, l'activation de la voie JNK suite à une surexpression de la MEKK 1 était à 
l'origine de la mort par apoptose (Xia, Dickens et al. 1995; Le-Niculescu, Bonfoco et 
al. 1999). D'un autre coté, l'activation de la voie JNK via ASK-1 conduit à la 
phosphorylation de Bel-2, ce qui réduit l'effet anti-apoptotique de cette kinase (Lin 
2003). JNK est également impliquée dans l'apoptose induite par les radiations UV et 
le facteur de croissance neuronale NGF (Chen and Davis, 1999 Maundrell, 
Antonsson et al. 1997; Yamamoto, lchijo et al. 1999; Yu, Minemoto et al. 2004). Il 
est probable que cette action pro-apoptotique soit médiée par c-Jun puisque 
l'inactivation de celle-ci, soit par des anticorps, soit par l'expresion d'un mutant non 
phosphorylable, empêche l'apoptose induite par NGF dans des cellules neuronales 
(Ham, Babij et al. 1995). De même, la surexpression de c-Jun a eu comme 
conséquence l'induction de l'apoptose dans des neurones sympathiques (Ham, Babij 
et al. 1995). Malgré la diversité de ces études, le mécanisme moléculaire par lequel c­
Jun favorise la fonction proapoptotique de JNK reste à élucider. 
3.1.2 Rôle anti-apoptotique des JNKs 
JNK n'est pas une protéine kinase majoritairement pro-apoptotique puisqu'on 
a démontré son implication dans le maintien de la viabilité des cellules neuronales du 
cerveau des souris et des cellules T. En effet, des cellules T déficientes en JNKK1 
(Jnkk1-!-) sont plus sensibles à l'apoptose induite par les récepteurs Fas/CD95 ou 
CD3 (Nishina, Fischer et al. 1997). JNK peut fonctionner également comme protéine 
kinase anti-apoptotique dans certaines tumeurs. En effet, l'expression de 
l'oligonueléotide spécifique anti-sens de JNK (JNKAS), dont le rôle est d'empêcher 
l'activation de JNK, favorise l'apoptose dans certains types de cellules tumorales 
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(Bost, McKay et al. 1997; Potapova, Anisimov et al. 2002). Selon ces études, cette 
fonction anti-apoptotique peut être expliquée par l'inhibition de l'effet de p53 sur le 
déroulement du cycle cellulaire. Cependant, d'autres travaux sont nécessaires pour 
déterminer si l'action anti-apoptotique de JNK est directe ou si elle nécessite 
l'intervention d'autres protéines kinases. 
3.2 Voie des p38 
La p38 a été décrite la première fois comme une protéine rapidement phosphorylée 
au niveau de son résidu tyrosine en réponse à la stimulation par les endotoxines (Han, 
Lee et al. 1993; Rouse, Cohen et al. 1994). Le clonage de son ADN a permis de 
démontrer que cette protéine joue un rôle important dans l'inhibition de la 
biosynthèse de plusieurs cytokines inflammatoires comme le TNFa et l'interleukine 
1. Chez les mammifères, p38 (dont 4 isoformes ; p38a, p38~, p380, et p38À ont été 
identifiées) est l'orthologue de la kinase HOG chez la levure. p38a el p38~ sont 
omniprésentes tandis que l'expression des deux autres formes est limitée à cerlains 
tissus. La voie des p38 est activée par phosphorylation de la thréonine 180 et de la 
tyrosine 182 par les kinases MKK3 et SEK. p38 ainsi activée, phosphoryle à son tour 
et active la MAPKAP-kinase 2 et le facteur de transcription ATF-2. Toutes les 
kinases p38 sont activées par une double phosphorylation de leur motif Thr-Gly-Tyr; 
TGY (Rincon 2001). Elles partagent environ 60 % d'homologie entre elles, et entre 
40 et 45 % avec les autres membres de la famille des MAP kinases. 
Les p38 jouent les mêmes rôles chez tous les mammifères. Leur activation 
survient en réponse à des stimuli extracellulaires divers tels que les rayons UV, le 
choc thermique, le choc osmotique, le stress oxydatif (H202)~ les cytokines 
inflammatoires (TNFa et l'interleukine 1) et les facteurs de croissance (Csf-l) 
(Freshney, Rawlinson et al. 1994; Lee, Laydon et al. 1994; Raingeaud, Gupta et al. 
1995; Foltz, Lee et al. 1997). Cette pléthore d'activateurs montre la complexité de la 
voie des p38 qui dépend non seulement des stimuli mais également de la cellule elle­
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même. Par exemple, l'insuline peut stimuler p38 dans les adipocytes 3T3-Ll 
(Sweeney, Somwar et al. 1999), mais elle l'inhibe dans les neurones cérébraux des 
poussins (Heidenreich and Kummer 1996). La famille p38 MAPK est souvent 
associée à l'apoptose, mais il semblerait que son rôle soit beaucoup plus complexe et 
souvent controversé. 
3.2.1 Substrats de protéine kinase de p38 
Le premier substrat de p38 identifié a été la protéine kinase 2 activée par les 
MAP kinases (MAPKAPK2 ou MK2) (McLaughlin, Kumar et al. 1996). 
L'activation de ce substrat ainsi que son homologue MK3 s'est avérée indispensable 
pour l'activation de plusieurs autres facteurs tels que la HSP 27 (Stokoe, Campbell et 
al. 1992), la protéine lymphocyte-spécifique 1 (LSP 1) (Huang, Zhan et al. 1997), la 
protéine de liaison à l'élément répondant à l'AMPc, désignée par son acronyme 
CREB (Tan, Rouse et al. 1996), le facteur activateur de transcription ATF 1 (Tan, 
Rouse et al. 1996), le facteur de réponse au sérum SRF (Heidenreich, Neininger et al. 
1999) et la tyrosine hydroxylase (Thomas, Haavik et al. 1997). La protéine kinase 
d'interaction avec les MAP kinases MNK, désignée par son acronyme MNKl, est un 
autre substrat de la p38 dont la fonction est l'initiation de la traduction via le facteur 
eIF-a (Fukunaga and Hunter 1997; Waskiewicz, Flynn et al. 1997). De même, la 
kinase PRAK de p38 est un substrat de la p38a ou/et de p38~. Elle présente entre 20 
et 30 % d'homologie avec MK2 et participe à la régulation de l'activité de la HSP 27 
(New, Jiang et al. 1998). La voie p38 semble également réguler la phase S du cycle 
cellulaire via la régulation de l'activité de l'histone 2B (Deak, Clifton et al. 1998). La 
protéine kinase p38 peut également phosphoryler d'autres protéines kinases comme 
MSK 1 ou plusieurs facteurs de transcription tels que ATF 1, 2 et 6, la protéine 
accessoire de SRF (Sap1), le facteur CHOP/GADD153, la protéine p53, les facteurs 
MEF2C, MEF2A, MITFl, DDIT3, ELK1, NFAT, et la protéine 1 de la mobilité 
HBP1 (Whitmarsh, Yang et al. 1997). Outre les facteurs de transcription, p38 peut 
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phosphoryler d'autres protéines jouant un rôle important dans de nombreux processus 
biochimiques de la cellule tels que la protéine Tau, l'isoforme échangeur Na+/H+ 
(Nhe-1), la kératine 8 et la phospholipase A2 (PLA2) (Zhang, Liang et al. 2007). 
Devant une telle pléthore de cibles et de substrats, il devient évident que la voie des 
p38 peut jouer une multitude de fonctions souvent complexes et contradictoires. 
3.2.2 Rôle de la p38 dans l'expression génique 
Grâce à l'utilisation de mutants inactifs ou, au contraire, constitutivement 
actifs de MKK3 et de MKK6, ainsi que celle de l'inhibiteur SB203580 de la p38, de 
nombreux gènes régulés par cette kinase ont été identifiés. Ces gènes contrôlent 
l'expression de plusieurs groupes de protéines incluant les facteurs de transcription, 
les cytokines et les récepteurs membranaires. Comme cela a été mentionné 
précédemment, environ la moitié des substrats de la p38 sont des facteurs de 
transcription. Il s'avère donc que p38 joue un rôle dans l'expression des gènes lors de 
la transcription. La réponse inflammatoire, par exemple, nécessite l'activation de la 
transcription des gènes de l'interleukine 1 et 6 et du TNF, or l'activation de ces deux 
gènes nécessite J'intervention de la p38 (Prichett, Cohen et al. 1995; KotJyarov, 
Neininger et al. 1999). 
L'implication de la voie des p38 dans les réponses inflammatoires est illustrée 
également via l'expression de la cyclooxygénase COX-2 assurant le remodelage des 
tissus suite aux stress patho-physiologiques (Pocock and Liddle 2001). De même, p38 
intervient dans l'expression d'autres enzymes impliquées dans l'inflammation comme 
la iNOS, dans l'expression des protéines régulatrices de l'oxydation ou des protéines 
d'adhérence (Da Silva, Pierrat et al. 1997; Craxton, Shu et al. 1998). 
La voie des p38 est également impliquée dans la prolifération et la 
différentiation des cellules du système immunitaire en contrôlant l'expression de 
plusieurs autres protéines telles que GM-CSf, OEB, CSF et CD40 (Kummer, Rao et 
al. 1997). 
90 
3.2.3 Rôle biologique des p38 
L'implication de la p38 dans le processus apoptotique est confinnée. En effet, il a 
été démontré que p38 est impliquée dans l'apoptose induite par Fas et NGF (Juo, Kuo 
et al. 1997). Certaines études ont montré que la p38 agit en aval de l'activation des 
caspases puisque l'inhibition de ces protéases peut bloquer l'activation de p38 (Huang, 
Zhan et al. 1997). Cependant, la surexpression de MKK6b actif dominant peut 
également induire l'activité des caspases et donc la mort cellulaire par apoptose, 
suggérant que la p38 agit également en amont des caspases (Cardone, Salvesen et al. 
1997). Contrairement à ces études, d'autres travaux ont démontré l'implication de 
cette kinase dans le maintien de la survie, la croissance et la différentiation cellu laire. 
La participation de p38a dans la croissance cellulaire a été observée chez la levure et 
les mammifères (Takenaka, Moriguchi et al. 1998). La surexpression de p38a chez la 
levure a mené au ralentissement significatif de la prolifération tandis que le traitement 
des cellules mammifères avec l'inhibiteur SB203580 a causé le ralentissement de la 
prolifération. Ces mêmes études ont montré que cette kinase est impliquée dans le 
contrôle des phases G 1 et G2/M du cycle cellulaire (Molnar, Theodoras et al. 1997; 
Han and Sun 2007). D'autre part, l'arrêt en G 1 des cellules NIH3T3 provoqué par une 
micro-injection de Cdc42 s'est avéré dépendant de p38a (Wang, Wang et al. 2000). 
Pour expliquer ceci, Ye et ses collaborateurs ont proposé un modèle de contrôle 
impliquant deux substrats de la p38 : HBPI et p21 (Ye, Yano et al. 2004). Ce modèle 
suggère que HBP 1 a une action similaire à celle de la protéine du retinoblastome 
(pRb) qui consiste à réguler négativement l'expression des gènes de contrôle de la 
phase G1. 
En dépit de la non-viabilité des souns invalidées génétiquement pour p38, 
l'implication de cette kinase dans l'embryogenèse et le développement des 
blastocystes est certaine. Cette voie est également impliquée dans la régulation de 
l'ensemble des mécanismes qui concourent à la formation des érythrocytes ou 
érythropoïèse (Natale, Paliga et al. 2004; Madan, Calder et al. 2005). 
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La p38 joue également un rôle important dans la différentiation cellulaire. 
Plusieurs études ont élucidé l'importance de cette kinase, en particulier p38a toute 
seule ou en présence de p38~, lors de la différentiation des 3T3-Ll en adipocytes, des 
cellules PC12 en neurones et des cellules SKT6 en cellules myéloïdes (Li, Yu et al. 
2000). Ces processus de différentiation nécessitent une interaction entre la voie des 
p38 et celle de la phosphatidyl-inositol 3-kinase (PB kinase)/Akt (Iwasa, Han et al. 
2003). La voie de signalisation des p38 favorise également la différentiation des 
myocytes via la voie de signalisation calcineurinelNFAT (Tongers, Fiedler et al. 
2004). 
3.3 Les kinases ERKI et 2 
Il Y a moins de 15 ans, la recherche des protéines kinases activées dans les cellules 
stimulées par le facteur de croissance a mené à la purification d'une protéine kinase 
dite protéine 2 associée aux microtubules (Seger, Seger et al. 1992). C'est une 
protéine sérine/thréonine kinase de Il domaines (l à Xl), ayant de fortes similitudes 
avec une protéine régulant le cycle celluraire chez les levures (Adams, Sachs et al. 
2002; Adams and Sweatt 2002). Des expériences d'amplification ont permis 
d'identifier huit membres de cette famille (ERKI-8). ERKI et ERK 2 sont les 
principales ERK étudiées et documentées. Cet intérêt concurrent est dfI à lem 
expression répandue et leurs structures hautement conservées au cours de l'évolution 
(Seger, Seger et al. 1992). En outre, elles interviennent dans plusieurs processus 
biologiques incluant la survie, la prolifération, l'hypertrophie ou la différentiation des 
cellules, comme des études utilisant des mutants ou des inhibiteurs spécifiques de 
cette voie l'ont prouvé (Shapiro, Vaisberg et al. 1998). ERKI et ERK2 sont à 90 % 
identiques (Seger, Seger et al. 1992). Une double phosphorylation d'un résidu 
thréonine et une autre tyrosine dans leur site catalytique est à la base de toute activité 
de la cascade d'ERR (Mody et al., 2001). De plus, ERK1 et ERK2 sont généralement 
activées dans les mêmes circonstances, expliquant ainsi l'implication de la même 
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kinase (MKKI ou MEKI) agissant en amont de ces deux kinases pour les activer 
(Borsch-Haubold, Pasquet et al. 1998; Pereira, Carvalho et al. 2002). 
3.3.1 Propriétés d'ERK1I2 
L'activation des protéines ERKs survient suite à des stimuli de prolifération et de 
stress cellulaires tels que les LPS, TNF, fMLP, CSF-l, M-CSF, IFNy (Khavari and 
Rinn 2007; Meloche and Pouyssegur 2007). Leur cascade d'activation consiste en une 
séquence de trois protéines kinases, dont deux agissent en amont d'ERK1I2. 11 s'agit 
de: 
1.	 La sous-famille Raf de MAP3Ks qui est formée par trois protéines: c-Raf-l, 
A-Raf et B-Raf;. 
2.	 La sous-famille MEK de MAPKK formée par MEKI et MEK2 (McCubrey, 
Mayet al. 2000); 
Le signal d'activation peut se manifester en amont de Raf, par exemple à travers 
l'interaction avec Ras (ou p21), une petite protéine G couplée à une molécule GOP 
(Ras/GOP) à l'état inactif, et à Ras/GTP quand elle est active. Au même niveau, on 
peut trouver d'autres protéines comme la PKC (McCubrey, Mayet al. 2000) ou la 
protéine suppresseur de tumeur KSR qui jouent le rôle de protéines d'échafaudage 
des différents membres de la cascade Ras, Raf, MEK et ERK, amplifiant ainsi la 
transduction du signal. 
ERKI et ERK 2 ciblent plusieurs protéines comme les facteurs de 
transcription tels que CREB (ERK1I2 doivent être transloqués dans le noyau pour les 
phosphoryler), des protéines de la même cascade ERK (comme Raf et MEK), 
constituant ainsi un mécanisme de contrôle en retour, ou feedback, négatif et des 
protéines structurales du cytosquelette (les neurofilaments et les protéines associées 
aux microtubules). ERKI et 2 peuvent également être impliquées dans le contrôle de 
plusieurs processus cellulaires suite à des interactions protéines-protéines. En effet, 
outre leur activité kinasique, elles assurent la stimulation de la prolifération et la 
93 
survie cellulaire, la transfonnation néo-plastique, la différentiation neuronale et la 
plasticité. À titre d'exemple, on cite l'interaction ERKlMKPs ou ERK/topoisomerase 
II (Shapiro, Whalen et al. 1999). Ce genre d'interaction est souvent favorisé par des 
protéines d'échafaudage tels que la MP-l (Shapiro, Whalen et al. 1999) et il dépend 
étroitement de leur localisation sub-cellulaire. 
3.3.2 Implication d'ERIO/2 dans les mécanismes de survie cellulaire (rôle anti­
apoptotique d'ERK1I2) 
Les premières recherches rapportent une action anti-apoptotique des MAP 
kinases de la famille ERK1I2 dans des cellules neuronales PC12 différenciées. En 
effet, il a pu être montré que le facteur de croissance NGF est responsable de 
l'activation de la voie ERK1I2 (Vaudry, Stork et al. 2002) et que la surexpression des 
mutants MKKI a pu anticiper l'apoptose induite par la déplétion en NGF. D'autres 
études ont démontré que l'activation d'ERK1/2 peut également protéger contre 
l'apoptose induite par l'ischémie cérébrale et la déprivation en facteur trophique des 
cellules granulaires du cortex cérébelleux. Dans les cellules rétiniennes 
ganglionnaires de rat ou les cellules granulaires du cortex cérébelleux, l'effet 
protecteur d'ERK1I2 a été observé durant l'apoptose induite par le facteur 
neurotrophique BDNF (Villalba, Bockaert et al. 1997; Bonni, Brunet et al. 1999; 
Corominas, Roncero et al. 2007), ou par la signalisation d'AMPc déclenchée par les 
neuropeptides PACAP ou la forskoline (Monaghan, Mackenzie et al. 2008; Wang, 
Yang et al. 2008). Toutefois, plusieurs autres études, via l'utilisation des inhibiteurs 
pharmacologiques et des divers mutants d'ERK1I2, ont suggéré qu'ERK1I2 peuvent 
ne pas être les médiateurs principaux de la neuro-protection contre la cytotoxicité des 
neurotrophines, le facteur de croissance mimétique de l'insuline IGF-l ou la 
dépolarisation membranaire dans des neurones déplétées des facteurs trophiques 
(Hetman and Xia 2000). Par ailleurs, ces résultats ne sont pas assez clairs vu la 
multitude des cellules neuronales utilisées à cette fin. 
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Cependant, il demeure évident qu'ERKl/2 joue un rôle primordial dans la 
protection des cellules neuronales contre l' apoptose causée par des dommages à 
l'ADN (Stewart 1994; Anderson and Tolkovsky 1999). Dans ces études, des 
dommages à l'ADN ont été induits par les médicaments anticancéreux génotoxiques 
comme la camptothecine ou le cisplatine. La protection contre l'apoptose induite par 
l'un ou l'autre de ces composés a été inhibée grâce à l'utilisation d'inhibiteurs de 
MKKl/2 comme le PD98059 ou le SL327 (un composé semblable à U0126). Dans 
des cellules surexprimant la forme constitutivement active de MKK1, on a observé 
une résistance à la camptothecine ou à la cisplatine CPDD, suggérant ainsi que 
l'activation d'ERKl/2 est nécessaire pour la protection contre l'apoptose (Stewart 
1994; Anderson and Tolkovsky 1999). De même, plusieurs études ont illustré le fait 
qu'ERKl/2 puisse servir de médiateurs aux agents qui protègent contre d'autres 
formes de dommages cellulaires, entre autres J'excytotoxicité, la surcharge en calcium, 
le stress oxydatif, l'hypoxie ou les infections virales. À titre d'exemple, ERKl/2 s'est 
avérée indispensable pour la cyto-protection contre l'exeytotoxicité du glutamate 
(Fernandez-Gomez, Pastor et al. 2006; Elliott-Hunt, Pope et al. 2007). 
Par ailleurs, Les neurones répondent aux dommages des cellules par J'activation de 
la mort cellulaire par apoptose. Cependant, en même temps, les cellules peuvent 
mobiliser des mécanismes de défense afin d'essayer d'éviter la mort et permettre la 
réparation des dommages. Par exemple, l'activation d'ERKl/2 semble évidente dans 
ces mécanismes de neuro-protection contre l'apoptose induite par des lésions de 
l'ADN causées par la camptothecine, le CPDD ou l'etoposide dans les neurones 
corticaux de l'hippocampe, ou le stress oxydatif (Stewart 1994; Anderson and 
Tolkovsky 1999; GonzaJez-Zulueta, Feldman et al. 2000). Dans ces études, l'activité 
d'ERKl/2 a atteint un niveau semblable à celui observé chez des cellules exposées au 
BDNF. D'autres expériences ont indiqué que dans les cellules exposées au CPDD, 
J'activation d'ERKl/2 est accompagnée d'une augmentation de l'activité de la poly­
(ADP-ribose)-polymérase (PARP) (Cohen-Armon 2007). Ceci suggère qu'ERKl/2 
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peut activer PARP afin de préserver le matériel génétique. 
La voie ERK1I2 peut cibler plusieurs protéines afin de préserver la viabilité 
cellulaire. Parmi ces protéines, on cite les facteurs de transcription CREB qui 
pourraient stimuler la production des médiateurs anti-apoptotiques tels que Bcl-2 et 
Bag-l (Zhou, Gray et al. 2005). En outre, ERKl/2 peut également cibler directement 
plusieurs médiateurs proapoptotiques tels que Bim40 et Bad afin de les inactiver 
(Biswas and Greene 2002). De même, la voie ERK1I2 pourrait inactiver l'action 
proapoptotique de la kinase GSK3 (Farmer 2005). Elle pourrait cibler également 
d'une manière indirecte d'autres protéines jouant un rôle important dans l'apoptose. 
De façon subséquente, l'activation d'ERK1I2 peut conduire à: 
1.	 L'augmentation du taux des protéines c-Flip afin de prévenir l'activation de 
la caspase 8 (Wang, Prince et al. 2002t 
2.	 L'augmentation du taux de la cyclo-oxygénase 2 et du taux de 
prostaglandines dans les cardiomyocites assurant toutes les deux un rôle de 
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Figure 3.2: Schéma général de l'implication d'ERK dans l'apoptose. Une variété de 
facteurs, y compris les cytokines, les hormones, les facteurs osmotiques, les chocs thermiques 
ainsi que bien d'autres stress activent les membres de la famille d'ERK. En réponse à des 
stimuli pro-apoptotiques ERK pourrait interagir avec p53 et Bax résultant en J'activation de 
la voie mitochondriale de l'apoptose. Dans certains cas de stress, ERK inhibe la 
phosphorylation d'AKT, ce qui favorise la voie de mort cellulaire par apoptose. Figure 
adaptée de Zhuang et Schnellmann; 2006. 
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A part ERK1 et 2, d'autres kinases de la famille des ERks ont été identifiées et 
caractérisées. Ainsi, la famille des ERK comprends six autres membres classées selon 
leurs ordres de découvertes de 3 à 6. Ces protéines kinases se distinguent d'ERK1 et 
2 par leurs tailles, leurs substrats et par conséquent leurs fonctions qui restent encore 
mal définies bien qu'elle présente une structure très similaire à celle d 'ERK 1(Peng, 
Angelastro et al. 1996). 
3.3.3 ERK3 
La découverte d'ERK3 est survenue après la description d'ERK1 et ERK2 
(Boulton, Nye et al. 1991), nonobstant l'infime intention accordée à cette troisième 
kinase de la famille des ERks. ERK3 est une protéine de 63kDa comportant 543 
acides aminés (Boulton, Nye et al. 1991). Sa séquence est à 50 % similaire avec celle 
d'ERK1, alors que son domaine V présente 83 % de similitudes avec celui d'ERKI. 
Pendant plusieurs années, les fonctions d'ERK3 sont restées méconnues et aucun 
homologue n'a été identifié chez les organismes inférieurs comme la levure ou C. 
elegans (Robinson, Xu Be et al. 2002). Cependant, comme ERK 1 et ERK2, ERK3 est 
profusément exprimée chez les mammifères (Meloche, Beatty et al. 1996; Zhu, Yu et 
al. 1999). Son expression a été liée au développement embryonnaire. Son lieu 
d'activité est principalement le cytoplasme, bien que certaines études aient pu 
démontrer sa translocation nucléaire sans pour autant identifier ses substrats (Cheng, 
Boulton et al. 1996). Des essais in vitro ont identifié la microtubule-associated 
protein-2, c-Jun, Tall, MyoD, ou Elk-1 comme substrats de cette MAPK mais le rôle 
exact ainsi que les mécanismes d'induction ou d'atténuation de son activité sont 
encore à définir. 
3.3.4 ERK4 
La découverte d'ERK4 a été faite chez des cellules neuronales PC12 stimulées 
avec le facteur NGF (Peng, Angelastro et al. 1996; Perander, Aberg et al. 2008). 
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C'est une protéine de 45 kDa, qui se distingue d'ERK1 par sa taille légèrement plus 
grande. Comme pour ERK3, les mécanismes d'activation ou de régulation restent 
encore mal définis bien qu'elle présente une structure très similaire à celle 
d 'ERK1 (Peng, Angelastro et al. 1996). 
3.3.5 ERK5 
Deux rapports indépendants ont décrit la séquence d'une protéine kinase reliée aux 
ERKs, qui a été nommée ERK5, en accord avec l'ordre de découverte des ERKs. 
Certains l'ont même appelée grande MAP kinase (BMK) en raison de sa taille qui est 
la plus grande par rapport aux autres kinases appartenant à la même famille 
(MacCorkle and Tan 2005; Wang 2007). Trois homologues (a, h et g) de cette kinase 
ont été identifiées avec 98 % d'homologie. Les différences résident au niveau de leurs 
séquences aminoterminales (Lee, 1Ilevitch et al. 1995). 
Il s'agit d'une protéine de 98kDa, comportant 816 acides aminés. Elle se distingue 
d'ERKII2 par sa longue queue carboxyterminale avec environ 67 % de similitudes, 
qui se prolonge au site catalytique de la kinase. Cependant, la phosphorylation de 
cette kinase n'est pas effectuée par MEKI ou MEK2 mais plutôt par MEK5 (Zhou, 
Bao et al. 1995). Comme ERKII2, ERK5 a une gamme de substrats très diversifiée, 
incluant les facteurs de transcription c-Myc, NF-KB, Sap la, c-Fos et Fra-I et de 
nombreux membres de la famille MEF2 (Kato, Kravchenko et al. 1997; English, 
Pearson et al. 1998; Chiariello, Marinissen et al. 2000; Kato, Chao et al. 2000). 
D'autres protéines comme les kinases induites par le sérum ou les Glucocorticoïdes 
(SGK) ont aussi été décrites comme des substrats d'ERK5 (Hayashi, Tapping et al. 
2001; Terasawa, Okazaki et al. 2003). 
ERK5 a été d'abord décrite comme étant exprimée amplement dans tous les tissus 
cellulaires, à l'exception des cellules hépatiques où le niveau de son ARNm est très 
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faible (Lee, Ulevitch et al. 1995). Peu après son clonage, son rôle comme protéine 
sensible à toute variation du potentiel oxydant des cellules a été prouvé en exposant 
des cellules musculaires au peroxyde d'hydrogène. Des résultats similaires ont été 
obtenus avec des cellules neuronales PC 12 durant un stress oxydatif ou suite à 
l'ischémie cardiaque (Takeishi, Martin et al. 1991). D'autres travaux ont montré que 
le stress oxydatif n'est pas le seul stimulus d'ERK5 puisque la ligature de l'artère 
coronaire chez le rat est un activateur puissant de cette kinase (Yan, Takahashi et al. 
1999). De même, ERK5 peut être activée en réponse à des facteurs de croissance. 
L'identification de ces stimuli a permis de mieux comprendre son mode d'action ainsi 
que son spectre d'interaction avec les autres kinases. Par exemple, l'expression 
constitutive du mutant MEK5 a été corrélée à l'expression des facteurs de 
transcription de la famille MEF2 en plus de la translocation d'ERK5 dans le noyau 
(Kato, Kravchenko et al. 1997). 
Comme pour ERKl/2, plusieurs protéines kinases au niveau de MEKK peuvent 
être impliquées dans l'activation d'ERK5. Les protéines kinases MEKK2 et MEKK3 
sont des protéines associées à MEK5, localisées près de la membrane cytoplasmique 
et elles assurent le rôle de médiateur ou de transmetteur des signaux extracellulaires 
(Sun, Kesavan et al. 2001; Nakamura and Johnson 2003). MEKK2, par exemple, est 
en mesure d'activer ERK5 en réponse au TNFa (Chayama, Papst et al. 2001) ou au 
facteur de croissance des fibroblastes (Kesavan, Lobel-Rice et al. 2004). D'autres 
études ont suggéré que la voie MEK5IERK5 joue un rôle dans la transduction des 
signaux cellulaires impliquant la protéine Ras de façon dépendante de Raf (English, 
Pearson et al. 1999). Par ailleurs, la kinase ERK5 a été décrite comme facteur anti­
apoptotique en phosphorylant et inactivant Bad (Pi, Yan et al. 2004). Ceci démontre 
également qu'ERK5 a des substrats en dehors du noyau. Dans le même contexte, la 
létalité embryonnaire des souriceaux déficients en ERK5 pourrait confirmer 
l'implication de ERK5 dans les mécanismes de survie cellulaire, dans le maintien de 
l'intégrité vasculaire ou du volume des tissus cardiaques (English, Pearson et al. 1999; 
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Nicol, Frey et al. 2001; Hayashi and Lee 2004). 
Indépendamment de ses effets cardiovasculaires et myogéniques, ERK5 a été 
impliquée dans la régulation du cycle cellulaire via l'activation de l'expression de la 
cycline Dl contrôlant la prolifération (Mulloy, Salinas et al. 2003). De même, la 
surexpression d'ERK5 joue un rôle dans la prolifération des cellules épithéliales 
induite par les facteurs de croissance (Kato, Kravchenko et al. 1997; Kato, Tapping et 
al. 1998). En outre, la surexpression de MEK5, observée dans les biopsies prélevées 
de patients souffrant du cancer de prostate, est venue confirmer qu' ERK5 joue un rôle 
important dans la prolifération, la motilité, et l'invasion via l'induction de l'expression 
de la metalloproteinase 9 (Mehta, Jenkins et al. 2003). 
3.3.6 ERK6 
Trois études indépendantes ont décrit pour la première fois une MAP kinase de 
46kDa impliquée dans la différentiation des cellules myoblastes murins C2C 12 
(Lechner, Zahalka et al. 1996; Li, Jiang et al. 1996; Kumar, McDonnell et al. 1997). 
On l'a définie comme une MAP kinase activée par les stress extracellulaires et 
fortement exprimée dans le cytosquelette des cellules musculaires (Mertens, Craxton 
et al. 1996), ou comme membre de la famille des p38 MAPKs (325 Li et aL, 1996). 
Par la suite, les noms attribués à cette kinase sont respectivement ERK6, SAPK3 el 
p38-g. Dans ce travail, on utilisera uniquement le nom ERK6. 
Il s'agit d'une protéine de 367 acides aminés et d'une taille de 40,3 kDa (Pi, Yan 
et al. 2004). Elle possède 41 % d'homologie avec ERKl, 39 % avec ERK2 et 33 % 
avec ERK3 (Lechner, Zahalka et al. 1996). Elle présente également une forte 
homologie avec la p38 MAP kinase (60 %) qui s'étend jusqu'au site actif de la kinase, 
expliquant la préférence de certains chercheurs à utiliser SAPK-3 ou p38-g comme 
nom au lieu d'ERK6 (Li, Jiang et al. 1996; Mertens, Craxton et al. 1996). De plus, les 
premiers essais d'activation d'ERK6 utilisaient des stimuli des p38. MKK6, par 
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exemple, connu comme activateur de la famille de p38 MAPK, est également capable 
d'activer ERK6 (Cuenda, Cohen et al. 1997). Le membre des protéines G, Rho, a été 
également décrit comme une protéine agissant en amont d'ERK6 (Marinissen, 
Chiariello et al. 2001). Cependant, plusieurs différences entre la famille des p38 
MAPKs et ERK6 ont été retracées, comme l'insensibilité d'ERK6 à l'inhibiteur 
SB203580 des p38 (Cuenda, Cohen et al. 1997; Goedert, Cuenda et al. 1997; 
Marinissen, Chiariello et al. 2001). Par conséquent, ERK6 reste un membre distinct 
de la famille p38, mais possède également des propriétés spécifiques concernant la 
préférence du substrat. Ceci sera expliqué plus loin. 
ERK6 a des substrats typiques de MAPKs tels les facteurs de transcription ATF2, 
A1-syntrophine, SAP90/PSD95Elk-1 et SAPL Cependant, elle ne peut pas 
phosphoryler MAPKAPK2 ou MAPKAPK3, qui sont des substrats connus de la 
famille p38 (Cuenda, Cohen et al. 1997). Cette spécificité de substrat a été expliquée 
par l'affinité entre la courte séquence terminale d'ERK6 et celle du domaine PSD­
95/Discs-large/ZO-I (PDZ) des substrats (Hasegawa, Cuenda et al. 1999). 
Mais avant de détailler l'activité d' ERK6, l'identification des stimuli 
extracellulaires est indispensable. En effet la surexpression de cette kinase a été 
décrite comme conséquence d'une exposition des cellules aux rayons UV, au choc 
osmotique ou aux cytokines proinflammatoires (TNFa, interleukine l, etc.; (Cuenda, 
Cohen et al. 1997)). Cependant, puisqu' ERK6 partage les mêmes intermédiaires 
agissant en amont de cette kinase, comme MKK6 avec la famille des p38 MAP, celle­
ci sera activée en parallèle (Cuenda, Cohen et al. 1997). D'autres études ont, par 
contre, montré que l'étoposide, bien qu'il active les p38 MAPKs, est incapable 
d'activer ERK6 (Pillaire, Nebreda et al. 2000) alors que la sérine/thréonine kinase C 
ou la petite protéine G Rit active ERK6 mais pas la p38a (Sakabe, Teramoto et al. 
2002). Ceci a été expliqué par le fait qu'ERK6 exige un niveau d'activité de MKK6 
plus élevé que celui exigé par les p38 kinases (Alonso, Ambrosino et al. 2000). 
D'autres suggèrent que c'est la localisation intracellulaire qui contrôle l'activation de 
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ces deux familles de MAP kinases (Boppart, Asp et al. 2000). 
En ce qui concerne son effet biologique, il a été démontré qu'ERK6 est 
impliquée dans l'arrêt du cycle cellulaire (Wang, McGowan et al. 2000) ainsi que 
dans la maturation de la protéine Rit (Sakabe, Teramoto et al. 2002) mais les 
protéines cibles doivent encore être identifiées. 
3.3.7 ERK7/8 
La découverte d'ERK7 est survenue en 1999 suite à l'utilisation d'une séquence 
d'une kinase fortement conservée chez les MAPKs (Abe, Kuo et al. 1999). 
Récemment, l'exploration du génome humain a permis d'identifier un homologue de 
ERK7 : c'est la MAP kinase ERK8 (Abe, Saelzler et al. 2002). ERK7 est une protéine 
de 6lkDa contenant 546 acides aminés (Abe, Kuo et al. 1999). Cette grande taille est 
due à une prolongation de la portion carboxyterminale par une séquence peptidique 
comprenant 195 acides aminés qui suit son domaine kinase. L'ordre des acides 
aminés d'ERK7 est approximativement 40 % homologue à celui de ERKl et ERK2 
(Abe, Kuo et al. 1999). Son site de phosphorylation contient un motif T-E-Y, mais les 
événements menant à son activation demeurent encore méconnus. ERK8, quant à elle, 
est une kinase de 60kDa comptant 544 acides aminés. Elle présente 68 % 
d'homologie avec ERK7. Cependant, bien que plusieurs études essaient de les 
rapprocher, ERK7 et ERK8 sont deux membres distincts de la famille des ERKs, et 
qui ont des substrats différents. En effet, ERK8 phosphoryle c-Jun, c-Myc, c­
Maximum, Elkl, Ets-l et la paxilline qui ne sont pas des substrats de ERK7 
(Bogoyevitch and Court 2004). 
CHAPITRE IV : LA PROTÉINE P53 
La protéine p53, protéine suppresseur de tumeur, est une phosphoprotéine de 393 
acides aminés de poids moléculaire de 53 kDa. Elle est omniprésente et a une demi­
vie relativement courte (une vingtaine de minutes en moyenne). De ce fait, dans les 
conditions physiologiques normales cette protéine existe en très faible quantité. Elle 
est même indétectable dans certains tissus. En revanche, suite à toutes situations 
compromettant la survie cellulaire (lésions génotoxiques, hypoxie, activation 
d'oncogènes cellulaires ou viraux, anomalies de la concentration en ribonucléoïdes, 
etc.), le gène p53, situé sur le bras court du chromosome 17 position pl3.I, 
s'exprime-t-il d'une manière impoliante. L'accumulation de p53 engage ainsi les 
cellules dans les programmes d'arrêt du cycle cellulaire, de réparation de l'ADN, de 
différenciation, d'arrêt d' angiogenèse et d'invasion, ou de mOli cellulaire par 
apoptose (Yang, Smith et al. 1999). 
De point de vue structurel, p53 est constituée de 3 sous-unités: 
1. Le domaine aminoterminal qui est le site de l'activité transactivatrice (TA). 
2. Le domaine central qui correspond à la région de fixation spécifique à l'ADN 
(DBD). 
3. Le domaine carboxyterminal qui est la région régulatrice de l'activité de p53. 
Elle contient le signal de localisation nucléaire (NLS), le domaine 
d'oligomérisation et la région de fixation non spécifique à l'ADN. 
Les domaines amino et carboxyterminaux contiennent plusieurs sites d'acétylation 
et de phosphorylation par diverses protéines kinases, comme les caséines kinases 1 et 
II (CKI, CKIl), la protéine kinase dépendante de l'ADN double brin (DNA-PK), la 
protéine kinase C (PKC), les protéines kinases ATM (pour Ataxia-telangiectasia­
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mutated) et ATR (pour Ataxia-Telangiectasia Related) (Luk, Siu et al. 200S) ou les 
protéines MAP kinases ERKl/2 et p38 (She et al., 2000). Les réactions de 
phosphorylation et d'acétylation dans la zone carboxyterminale rendent la fixation du 
domaine central possible sur la séquence d'ADN spécifiquement reconnue par la pS3. 
La phosphorylation de la séquence aminoterminale contrôle l'activité transactivatrice 
et/ou l'association à d'autres protéines telles que le facteur de transcription TFIIH et la 
protéine TBP (pour Tata Binding Protein-TAFs; (Somasundaram and EI-Deiry 
1997». 
Deux protéines présentant de fortes homologies de structure avec la pS3 ont été 
découveltes. Il s'agit de la p63, encore appelée KET, pSI, p40, ou p73L et de la p73. 
La p63 et la p73 sont constituées d'un domaine de fixation à l'ADN (DBD), entouré 
d'un domaine de transactivation (TD) du côté aminoterminal et d'une longue région 
carboxyterminale, incluant un domaine d'oligomérisation. La p63 et la p73 existent 
sous de multiples isoformes (p63a, p63~, p63y, p73a et p73S). Leur expression est le 
résultat d'épissages alternatifs dans la région 3' traduite de l'ARN pré-messager (MoIl 
and Siade 2004). Il existe aussi une forme de p63 tronquée dans son domaine TA (.6n 
p63 ; (Moll and Slade 2004». La région carboxyterminale de la p63a et de la p73a 
contient un domaine SAM (pour: Motif Alpha Sterile), que l'on retrouve dans de 
nombreuses protéines impliquées dans le développement ou la différenciation 
(Schultz, Ponting et al. 1997). Celtaines isoformes de p63 et de p73 sont capables de 
transactiver des gènes comportant des séquences régulatrices répondant à pS3, ou 
d'induire l'apoptose. Malgré certaines propriétés similaires, les fonctions de la p63 et 
de la p73 semblent différentes de celles de la pS3, ceci en plus d'une expression 
restreinte à certains tissus (Moll and Siade 2004). 
Du point de vue fonctionnel, pS3 est un facteur de transcription qui, une fois 
activé (en réponse à différents types d'agressions cellulaires), orchestre l'expression 
de nombreux gènes cibles. L'ubiquitine ligase Mdm2 est un des gènes cibles clés de 
pS3 (Levine 1997; Coates 2007). Dans les conditions physiologiques normales, ce 
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gène code pour une protéine à multiples fonctions, capable d'antagoniser l'activité de 
p53 en masquant son domaine transactivateur. Par conséquent, p53 sera transportée 
vers le cytoplasme avant d'être dégradée par le protéasome (Calabro, Mansueto et al. 
2002). Suite au stress, des modifications post-traductionnelles, telles des 
phosphorylations, déphosphorylations, acétylations, délétions du domaine 
carboxyterminal ou addition d'un peptide à l'extremité carboxyterminale pennettent 
d'activer la p53 via des interactions avec plusieurs protéines comme Pin!. Ces 
modifications vont également favoriser la stabilité de cette protéine et inhiber son 
interaction avec Mdm2, d'où l'accumulation de p53. La protéine p53 active est 
également un facteur de transcription qui régule l'expression de nombreux gènes, par 
exemple p21, MDM2, PlG3, GADD45, 14-3-3, Bax, Bcl-2, DR5, NOXA, PUMA 
dont les produits des gènes interviennent à différents stades du cycle cellulaire et/ou 
des voies apoptotiques (Figure 4.1) (Calabro, Mansueto et al. 2002; Fields, Hanisch et 
al. 2007). Ainsi, p53 peut-elle jouer deux principales fonctions en conduisant soit à 
l'arrêt de la progression du cycle cellulaire dont elle régule la phase G liS, ou à 
l'apoptose (Levine 1997; Wang and EI-Deiry 2008) (Figure 4.2). 
4.1 Arrêt du cycle cellulaire 
Pour éviter que les dommages subis par l'ADN n'entraînent des erreurs ou des 
mutations lors de la réplication, p53 intervient comme "gardien du génome" en 
bloquant l'initiation de la phase S. En effet, p53 active se fixe au gène WAFI/Cipl, 
(pour Wild Type p53-activated fragment et cdk2 inhibiting protein) pour induire la 
synthèse de p21. La protéine p21 peut alors se lier directement à CDK2 et inhiber la 
formation du complexe CDK2/cycline E impliquée dans la transition G liS. De même, 
plusieurs produits de gènes dont la transcription est activée par p53 peuvent inhiber le 
complexe CDK2/cycline B, indispensable pour la progression de la phase G2. La 
protéine 14-3-3cr par exemple, qui séquestre CDK2 dans le cytoplasme, est l'une des 
protéines induites par p53. Enfin, p53 induit l'expression de la protéine GADD 45 
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dont le rôle est de dissocier le complexe CDK2/cycline B (Aylon and Oren 2007; 
Mallette and Ferbeyre 2007). 
4.2 Contribution de la p53 à l'apoptose 
Suite à des stress sévères comme l'irradiation ou l 'hypoxie, pS3 engage les 
cellules dans le processus apoptotique via l'induction de certains gènes avec une 
spécificité avérée. Parmi ces gènes, on cite killerldr5, faslapo-l, pig3, puma el bax. 
Ce choix d'induire spécifiquement les gènes d'apoptose, et non ceux impliqués dans 
la régulation du cycle cellulaire, est patronné par des cofacteurs protéiques. Une 
première possibilité est une interaction fonctionnelle d'un cofacteur avec pS3 ou avec 
une protéine associée à son activation. JMY coopère, par exemple, avec p300 pour 
accroître la capacité de pS3 à induire l'expression du gène Bax, sans pour autant 
induire le gène cdkn1a qui code pour p21 wafl, régulateur du cycle cellulaire 
(Ohnishi 200S; Bose and Ghosh 2007). Ainsi JMY favorise l'apoptose et non l'arrêt 
du cycle cellulaire. Une seconde possibilité est l'interaction spécifique d'une protéine 
de la famille ASPP (pour apoptosis stimulating protein of pS3) avec la pS3 (Ohnishi 
200S; Zhang, Wang et al. 200S). Une telle interaction augmentera significativement 
la capacité de pS3 à se fixer sur le promoteur du gène bax (Porebska, Wyrodek et al. 
2006). Enfin, rappelons que le facteur de transcription NF-KB ainsi que les protéines 
MAP kinases peuvent influencer positivement ou négativemenl la réponse 
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Figure 4.1 : Représentation schématique du rôle de la protéine p53 dans la régulation des fonctions des protéines Bel-2. La protéine p53 active est un 
facteur de transcription qui régule l'expression de nombreux gènes, entre autres Bax, Bel-2, DR5, NOXA, PUMA dont les produits de interviennent au niveau de 
la voie mitochondriale de l'apoptose. p53 peut également se lier directement avec Bel-XL et inhiber son action favorisant ainsi l'action des membres pro­
apoptotiques de la famille Bcl-2. Figure adaptée de Moll et al., 2006. 
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Figure 4.2 : Représentation schématique de l'hétérogénéité des voies de signalisation utilisées par la 
protéine p53. Suite aux divers stimuli tesl que les lésions de l'ADN, l'hypoxie, les infections virales et 
l'activation d'oncogènes impliqués dans l'arrêt du cycle cellulaire, l'apoptose, la sénescence ou la 
différenciation, la protéine p53 est activée et stabilisée par phosphorylation et acétylation. Ceci la 
transforme en un puissant facteur de transcription spécifique d'une séquence de l'ADN. Le vaste 
spectre des effets biologiques de la p53 s'explique en partie par sa capacité d'activer l'expression de 
nombreux gènes, parmi lesquels p2I (WAF-I) , GADD45, 14-3-3sigma, bax, BRG2, PIG3, IGFBP3, 
etc. Figure adaptée de Soussi, 2000. http://visiscience.com/samples/signaJing/ 
CHAPITRE V : LES PROTÉINES DE CHOC THERMIQUE 
Les protéines de choc thermique ou protéines de stress (traduction de «heat shock 
proteins» : HSPs) forment une famille de protéines hautement conservées au cours de 
l'évolution. Elles ont été découvertes en deux étapes. La première, en 1962, grâce à 
un chercheur italien nommé Ferrico Ritossa qui a décrit l'activation des gènes 
localisés sur des chromosomes bien spécifiques dits « Pulmeux » chez des cellules de 
glandes salivaires de drosophiles à une température légèrement supérieure à la 
normale. Puis, en 1974, Tissiere et Mitchell ont remarqué qu'une activation des 
chromosomes pulmeux aurait comme conséquence la synthèse de ces protéines 
(Tissieres, Mitchell et al. 1974). À partir de 1974, la nomenclature «protéines de 
choc thermique» fut établie. Dès lors, les chercheurs ont commencé à étudier la 
structure, la conformation, les propriétés catalytiques et les rôles de ces protéines. 
Les HSPs jouent un rôle essentiel dans la vie cellulaire mais également en cas 
de stress d'origine chimique, physique ou métabolique (Vayssier and Polla 1998; 
David and Grongnet 2001). Elles sont présentes dans le cytosol, dans les 
mitochondries, dans le réticulum endoplasmique ainsi que dans le noyau (Tableau 
5.1). En général, les HSPs possèdent une demi-vie relativement longue, d'environ 48 
heures. Elles peuvent être séparées en 3 groupes, les HSPs de haut poids moléculaire 
(60 à 110 kDa), les« glucose-regulated-proteins» (GRP, 34 à 174 kDa) induites lors 
d'une déprivation en glucose et les HSPs de petit poids moléculaire (20 kDa, 







Tableau 5.1: Liste des principales protéines du choc thermique 
HSP Co-chaperonnes/isoforme Expression Localisation 
1 
HSP27 Différent isoformes : Constitutive/lnductible Cytoplasme/Noyau 
HSP60/HSP 10 cytosol Constitutive/lnductible Cytoplasme 
HSP60 
HSP60/HSP10-mitochondrie Constitutive Mitochondrie 
-
HSP70 ConstitutivelInductible Cytoplasme/Noyau 
HSP70.1 Constitutive/lnductible Cytoplasme 
HSP70.2 Constitutive Cytoplasme 
HSP70.3 Constitutive Cytoplasme 
HSP70 
HSP7S Consti tu tive/lnductible Mitochondrie 










HSP90-a Constitutive/lnductible Cytoplasme/Noyau 
HSP7 S/TRAP 1 Consti tutive/lnductible Mitochondrie 
HSP110 Différent isoformes Constitutive/lnductible Cytoplasme 
5.1 La famille des HSPs 70 
Parmi toutes les familles des HSPs, la famille des Hsp70 est la plus conservée. 
Certains membres sont spécifiquement associés à des compartiments intracellulaires 
comme le cytosol (HSP70/HSC70), ou à des organelles tels que la mitochondrie 
(HSP7S) ou le réticulum endoplasmique (GRP78) (Jacquier-Sarlin, Fuller et al. 1994). 
Cependant, cette localisation est sujette à des modifications lors d'une exposition des 
cellules à un stress (Ellis, Killender et al. 2000). 
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D'un point de vue structural, la forme inductible de la HSP70 aussi bien que sa 
forme constitutive HSC70, sont formées par trois domaines de taille différente: 
1. Le domaine carboxyterminal de 10 kDa. 
2. Un deuxième domaine de 18 kDa. 
3. Un troisième domaine aminoterminal de 44 kDa. 
Il s'est avéré, de plus qu'en raison de leur structure et leur localisation 
intracellulaire bien particulière, chaque membre de la famille des HSPs 70 ait une 
activité bien spécifique en plus de leur fonction commune de chaperone (Tanguay, 
Wu et al. 1993). 
Un nombre important d'études rapporte l'action anti-apoptotique de la protéine 
HSP70 durant la transduction du signal apoptotique (Mosser, Caron et al. 2000; Park, 
Kim et al. 2000; Beere and Green 2001). Ainsi, une inhibition ou une diminution du 
taux de synthèse de cette protéine facilite-t-elle l'entrée des cellules cancéreuses en 
apoptose (Ravagnan, Gurbuxani et al. 2001). Dans le même ordre d'idées, plusieurs 
études ont montré qu'une augmentation de l'expression de la HSP70 prévient 
l'activation de différentes caspases et protéases, intervenant lors des processus de 
dégradation plus tardifs du mécanisme de mort cellulaire programmée (pour revue; 
Calderwood and Ciocca, 2008). Une telle inhibition peut survenir aussi bien en amont 
qu'en aval de la perturbation des fonctions mitochondriales et la libération des 
facteurs proapoptotiques. De plus, l'activité chaperone de cette famille de protéines 
comprend la lutte contre les radicaux libres, le monoxyde d'azote et les cytokines 
résultant d'un stress oxydatif, de l'activation des macrophages, dans la conversion de 
la protéine prion de sa forme normale à sa forme infectieuse, dans la lutte contre les 
mycobactéries, aussi bien que dans les maladies auto-immunes (pour revue; Graham 
2001). 
La famille des HSP70 assure également un rôle de thermoprotection en 
agissant comme inhibiteur de la protéine kinase SAPKJJNK, responsable de la 
phosphorylation aminoterminale de c-Jun et par conséquent elle prévient l'entré de la 
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cellule dans un processus apoptotique médiée par la voie de signalisation impliquant 
la JNK (Mosser, Caron et al. 1997). 
5.2 La famille des HSPs 27 
À cause de son faible poids moléculaire, la famille des HSPs 27 appartient au 
groupe des petites protéines de stress comptant jusqu'à 20 HSPs différentes (Arrigo et 
Landry, 1994). Au sein de ce groupe, connu pour être le moins conservée et le plus 
hétérogène dans l'évolution, la famille des HSPs 27 comprend seulement 3 membres: 
HSP-~l, ~2 et ~3. Leur distribution varie selon les organes et les espèces. Chez les 
rongeurs, la HSP25 (homologue de la HSP27 chez l'humain) est majoritairement 
localisée au niveau du cristallin, des cellules de la vessie, de l'estomac, du colon, des 
poumons et du cœur (Arrigo, Simon et al. 2007; Arya, Mallik et al. 2007). Chez 
l'humain, HSP27 se localise en majorité dans les tissus épithéliaux, notamment dans 
les muscles striés et dans les cellules de l'endomètre utérin, l'épithélium du tractus 
génital féminin, les cellules musculaires lisses, striées et certaines cellules sanguines 
comme les leucocytes et les plaquettes (Ciocca, Oesterreich et al. 1993). 
En ce qui concerne leurs implications cliniques, une surexpression des HSPs 27 a 
été détectée dans plusieurs types de cancers tels que les cancers de ['estomac, de 
l'utérus et du sein. D'autre part, ces mêmes protéines interviennent dans lcs 
mécanismes de la résistance à la chimiothérapie et notamment aux médicaments anti­
cancéreux comme la doxorubicine (Oesterreich, Weng et al. 1993; Oesterreich, 
Hickey et al. 1996). Elles interviennent, de plus, dans les infections virales comme 
celles causées par les adénovirus. Dans ce cas, l'infection inhibe l'induction de la 
HSP27 même si on augmente la température, supprimant par la même occasion son 
rôle protecteur sur l' apoptose induite par des médicaments anti-cancéreux comme la 
doxorubicine, la colchicine, le 5-fluorouracile, le cisplatine, l'actinomycine D et le 
methotrexate (Ciocca, Fuqua et al. 1992; Garrido, Ottavi et al. 1997; Turakhia, 
Venkatakrishnan et al. 2007; Venkatakrishanan, Dunsmore et al. 2008). Mehlen et ses 
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collaborateurs (1997) ont confinné l'effet protecteur de la HSP27 suite à la 
découverte d'une surexpression de cette protéine chez des cellules exposées au stress 
oxydatif ou lors de la différenciation cellulaire (Mehlen, Hickey et al. 1997). HSP27 
s'associe au cytosquelette, plus particulièrement aux filaments intermédiaires de 
kératine et les microtubules. Elle participe ainsi à leur assemblage et à leur 
polymérisation. Elle prévient également l'agrégation des protéines dénaturées et 
favorise leur retour à une confonnation fonctionnelle. Cependant, pour assurer la 
plupart de ses fonctions, la phosphorylation de la HSP 27 est une étape primordiale 
dans son activation. La phosphorylation de HSP27 survient également suite à 
l'exposition aux différents stress comme le choc thermique, le stress oxydatif mais 
aussi les agents chimiothérapeutiques (Bjorkdahl, Sjogren et al. 2007; Casado, 
Zuazua-Villar et al. 2007) et elle précède sa redistribution essentiellement nucléaire et 
au niveau de la région périnuciéaire. 
Suite à un choc thermique, l'expression de la HSP27 pourrait augmenter pour 
induire un état de résistance connu sous le nom de thermotolérance (Figure 5.1). La 
phosphorylation, la relocalisation nuciéaire et la formation d'oligomères pouvant 
atteindre 2000 kDa sont des phénomènes caractéristiques de cet état de 
thermotolérance et et cela permet de conférer aux cellules un effet protecteur contre 
l'induction de l'apoptose induite non seulement par le choc thermique mais aussi par 
une pléthore de stress incluant le stress induit par des métaux lourds et le stress 
oxydatif (Arrigo 2007; Schmitt, Gehrmann et al. 2007). 
5.3 La famille des HSPs 90 
La HSP90 présente environ 40 % d'homologie entre les eucaryotes et les 
procaryotes. C'est la chaperonne la plus abondante de la cellule eucaryote. La famille 
des HSP90 est issue de deux gènes dont les produits sont dénommés Hsp90a. et 
Hsp90~ ou encore connus sous le nom de Hsp86 et Hsp84. Elles sont localisées au 
niveau du cytosol ainsi qu'en faible quantité dans le noyau de la cellule sous la forme 
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d'homo-dimères (Pearl and Prodromou 2000). Comme toutes les autres chaperonnes, 
HSP90 est hydrophobe: cependant, cette hydrophobicité augmente après un choc 
thermique (Howard, Holley et al. 1990). De plus, cette protéine possède deux 
domaines chargés négativement, lui conférant en plus de son hydrophobicité la 
propriété de reconnaître d'autres séquences peptidiques hydrophobes (Csermely, 
Schnaider et al. 1998). Ceci suggère la possibilité de se lier aux différentes protéines 
structurales comme l'actine et la tubuline (Sanchez, Redmond et al. 1988), assurant 
ainsi la stabilisation des microtubules (Garnier, Lafitte et al. 2001). La HSP90 peut 
s'associer avec d'autres protéines de stress telles que la HSP70 pour jouer son rôle 
biologique, mais généralement, elle s'associe avec une autre molécule de HSP90 pour 
former des dimères, voire même des oligomères. 
Généralement, les membres de la famille des HSP90 contribuent à de 
nombreux processus cellulaires dont la transduction de signal initiés par divers 
stimuli au niveau de la membrane ainsi que le repliement et la dégradation des 
protéines. Cette classe de chaperonnes assure également le transport des peptides et 
de nombreuses autres molécules entre le cytoplasme et le noyau, ainsi que la 
protection contre les infections. En ce qui concerne les implications cliniques, il a été 
démontré que la HSP90 est impliquée dans la cardiomyopathie (Soti and Csermely 
2006), dans l'ischémie (Drognitz, Michel et al. 2006) et dans différents types de 
cancers (Goetz, Toft et al. 2003). 
5.4 L'hème oxygénase 
L'hème oxygénase (HO) est une protéine de choc thermique jouant un rôle 
important dans la protection des tissus contre le stress oxydatif. Elle protège aussi les 
tissus intestinaux contre les réactions inflammatoires. Jusqu'à aujourd'hui, 3 formes 
d'hème oxygénase ont été identifiées: la forme inductible HO-l, la forme HO-2 et la 
forme HO-3 qui sont les deux formes constitutives (Otterbein, Soares et al. 2003). 
Ces deux dernières sont présentes dans le cerveau, la rate, le foie, les reins alors que 
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la forme inductible HO-I est principalement retrouvée dans le foie et la rate. La 
forme qui nous intéresse dans ce projet est la HO 1 ou HSP32. Son expression 
pourrait être induite suite aux dommages causés par le stress oxydatif, les rayons UV, 
l'hypoxie, l'épuisement du glutathion, l'hyperthermie, l'endotoxine, et, plus 
récemment, l'oxyde nitrique dans la plupart des tissus (Hill-Kapturczak, Jarmi et al. 
2007; Katavetin, Tungsanga et al. 2007; Takahashi, Shimizu et al. 2007; Dulak, 
Deshane et al. 200S). Cependant le taux le plus élevé de cette forme inductible a été 
détecté dans la rate. 
5.5 La famille des GRPs 
Outre les HSPs classiques, des polypeptides, dont la synthèse augmentait lors d'un 
manque de glucose, sont considérés, au moins certains d'entre eux, comme des 
protéines chaperonnes et sont désignées par l'abréviation GRPs (pour stress-inducible 
glucose regulated proteins). Se sont des protéines ubiquitaires qui résident 
majoritairement au niveau du réticulum endoplasmique et qui jouent un rôle potentiel 
dans la maturation, l'assemblage et la conformation des protéines (Calderwood, 
Mambula et al. 2007; Richter, Reinstein et al. 2007). 
La chaperone GRP7S, communément connue sous le nom de Bip, est le 
membre le plus documenté et caractérisé de cette famille. Elle est localisée dans la 
lumière du réticulum endoplasmique attachée à la partie aminoterminale de PERK 
(pancreatic endoplasmic reticulum eIF2 kinase) et à la protéine Irel (Inositol 
Requiring Enzyme 1), les maintenant ainsi sous forme inactive. Bip joue également 
un rôle potentiel dans la maturation des polypeptides et leur translocation efficiente à 
travers le RE. Son induction survient suite à toute situation compromettant la survie 
cellulaire et conduisant au stress du RE (Gething 1999). Lors d'un stress du RE, la 
dissociation de Bip des protéines transmembranaires Ire 1 et PERK permet 
l'oligomérisation de celles-ci et leur activation. L'activation de PERK, par 
autophosphorylation, cause la phosphorylation de eIF2a et son inhibition, résultant 
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ainsi en l'inhibition de la traduction. 
La GRP94, quant à elle, est localisée aussi dans le réticulum endoplasmique et 
elle se lie à différentes protéines (kinases, actine, calmoduline). Elle intervient dans le 
système de contrôle de qualité de la fonction du réticulum endoplasmique en se liant 
aux protéines mal assemblées ou incomplètement repliées (Suzuki, Lu et al. 2007; 
Kudo, Kanemoto et al. 2008). Elle est structurellement et fonctionnellement similaire 
à la HSP90 (Richter, Reinstein et al. 2007). La GRP94 se trouve également liée à la 
transferrine avec une affinité élevée au niveau de la surface cellulaire assurant ainsi, 
un rôle dans la présentation de l'antigène. Bien que plusieurs études rapportent son 
implication dans un stress du RE et dans J'apoptose induite par le stress du RE, les 















Figure 5.1: Représentation schématique du rôle des HSPs dans la régulation de l'apoptose. Les HSPs inhibent 
l'apoptose induite par de nombreux stimuli. Certaines HSPs peuvent supprimer directement la voie de transduction du 
signal apoptotique via l'inhibition de l'activation des caspases. Les HSPs, en particulier les HSP27 et 70, peuvent 
également inhiber la libération du cytochrome c et donc l'activation des caspases. La HSP90 peut être transloquée au 
niveau de la membrane cytoplasmique où elle participe à l'inhibition de l'apoptose en activant la voie de NFKB. Les HSPs 
27 et 70 sont également connues pour inhiber l'activation de la MAP kinase JNK en prévenant sa phosphorylation par 
Daxx (Beere 2005). 
CHAPITRE VI: RÔLE DU CHOC THERMIQUE ET DE
 




L'hyperthermie est définie comme une élévation modérée de la température et 
elle désigne une situation de dérégulation de l'homéothermie. Elle est soit d'origine 
pathologique, résultant alors d'une réponse de l'organisme aux infections virales ou 
bactériennes, soit due à une exposition aux températures élevées. L'hyperthermie 
peut être létale ou non létale, en fonction du degré de la température. Au cours des 
deux dernières décennies, l'hyperthermie a été utilisée comme complément 
particulièrement efficace dans le cas d'une approche pluridisciplinaire du traitement 
anticancéreux ainsi que dans le traitement de certaines pathologies urogénitales 
chroniques. En Europe, l'hyperthermie est un standard pour le traitement des cancers 
du col utérin et de certains sarcomes. Son utilisation dans le traitement du cancer, 
bien méconnue du grand public, date de la haute antiquité égyptienne. En effet, le 
papyrus médical égyptien rapporte une tentative de traitement d'un cancer du sein à 
l'aide d'une "tige chauffée" (Ares 1974). De même, plusieurs médecins grecs, dont 
Hippocrate, proposeront de cautériser' certaines tumeurs superficielles en utilisant du 
métal chauffé. En médecine contemporaine, l'hyperthermie est utilisée selon 
plusieurs modèles. On distingue ainsi l'hyperthennie globale, l'hyperthermie 
superficielle, l'hyperthermie profonde locorégionale, la perfusion hyperthermique 
interstitielle et la thermothérapie par hautes fréquences. Dans tous ces modèles, le 
potentiel thérapeutique est fondé sur la capacité d'induire des lésions aux cellules 
tumorales par l'application d'un choc thermique brusque et létal (Fiorentini and Szasz 
2006; Kamisawa, Tu et al. 2006; Eveno, Dagois et al. 2008; Kawai, Futakuchi et al. 
2008; Kikumori, Kobayashi et al. 2008). 
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6.1 Les effets du choc thermique sur les cellules 
Il a été démontré que le choc thermique cause une perte de 1'homéostasie cellulaire, 
accompagnée d'une dénaturation des protéines et de leur accumulation dans le RE 
(Parsell and Sauer 1989; Brostrom and Brostrom 1990; Konings, Hettinga et al. 1993). 
Les protéines sont la première cible du choc thermique, et l'altération de 
l'homéostasie cellulaire suite au choc thermique entraîne un certain nombre de 
modifications post-traductionnelles telles que la glycosylation, l'acétylation, 
l'acylation, la phosphorylation, la farnélysation et l'ubiquitination (Bensaude, Bellier 
et al. 1996). De même, le choc thermique est connu pour générer l'arrêt de la 
prolifération cellulaire (Bensaude, Bellier et al. 1996) ainsi que la fragmentation 
d'ADN (Kuhl, Kunz et al. 2000; Lui and Kong 2007). Plusieurs études ont démontré, 
grâce à l'hyperthermie (42 à 44°C), la possibilité d'induire l'apoptose tout en causant 
la fragmentation d'ADN, le clivage de l'ADP-ribose polymérase et la condensation de 
la chromatine dans des lymphocytes T (Mosser and Martin 1992; Boreham, Dolling 
et al. 1997), des cellules HeLa (Bettaieb and Averill-Bates, 2005), des cellules 
leucémiques HL-60 (Poe and O'Neill 1997) ou dans des fibroblastes d'embryon de 
souris (Buzzard, Giaccia et al. 1998). 
De plus, le choc thermique cause un déséquilibre au niveau de la mitochondrie 
menant soit à l'augmentation du taux d'ATP synthétisé, soit à la perte de ses activités 
métaboliques et la chute du potentiel membranaire (Schlesinger 1994). De telles 
altérations se traduisent le plus souvent par la libération de plusieurs facteurs pro­
apoptotiques, entre autres le cytochrome c et l'AIF. La cascade apoptotique est 
souvent induite par les conséquences (Matsuki, Iuchi et al. 2003). 
Les effets du choc thermique s'étendent aussi sur la deuxième VOle de la 
machinerie apoptotique faisant intervenir les récepteurs de morts. En effet, il a été 
démontré que le choc thermique pourrait causer des dommages au niveau de la 
membrane et affecter sa fluidité. L'exposition des cellules Jurkat et des cellules HeLa 
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au choc thermique s'est avérée responsable de l'induction de l'apoptose par la voie 
du récepteur de mort Fas. Il a été démontré également que le choc thermique est 
responsable de la baisse de l'expression de la protéine Flip et de l'activation 
subséquente de la caspase 8 (Tran, Meinander et al. 2003). D'autres recherches ont pu 
montrer une augmentation du taux de la protéine adaptatrice FADD sous l'effet du 
choc thermique dans des hépatocytes. Une telle augmentation serait responsable de 
l'activation des récepteurs Fas et MORTI (Kim, Wang et al. 2002). Dans d'autres 
études, l'induction de l'apoptose chez les cellules HL-60 par l'hyperthermie (42°C) a 
été liée à l'induction de la voie des récepteurs de mort sans que le niveau des 
protéines Bax et Bcl-2 ne varie (Katschinski, Robins et al. 1999). Nous envisageons 
de poursuivre ce projet en analysant de manière approfondie l'effet du choc 
thermique dans le contrôle de l'apoptose médiée par la voie du récepteur Fas dans des 
cellules tumorales humaines et en explorant le lien qui pourrait exister entre cette 
voie et la voie mitochondriale suite au clivage de Bid. 
L'exposition cellulaire à une élévation de température ou à d'autres agressIOns 
induit à la fois une diminution de la traduction des ARN messagers et de la synthèse 
des protéines cellulaires normales. Ceci est la conséquence de l'inhibition de certaines 
activités enzymatiques et des altérations morphologiques affectant non seulement la 
voie mitochondriale et la voie des récepteurs de mort, mais également le RE. Dans 
certaines conditions de stress (maladies neurodégénératives, mutations des protéines 
sécrétrices, des aberrations du métabolisme lipidique, etc.), les protéines de 
conformation anormale peuvent s'accumuler dans le RE et déclencher la réponse 
UPR. Le choc thermique, lui aussi, est responsable de l'altération des mécanismes de 
transport des glycoprotéines entre le RE et l'appareil de Golgi ainsi que de 
l'accumulation des protéines dénaturées dans le RE (540 Trotter et al., 2002), ce qui 
pourrait activer l' apoptose. Il faut signaler de même que le choc thermique est 
responsable de l'activation des voies de signalisation cellulaire dont celles des MAP 
kinases (p38, MEK. .. ; (Dorion and Landry 2002» et de la protéine ASK-l (Dorion, 
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Lambert et al. 2002). Or, l'activation de cette protéine est l'une des étapes les plus 
importantes dans l'apoptose induite par le stress du RE (Nishitoh, Matsuzawa et al. 
2002) et/ou par les récepteurs de mort. Le choc thermique peut également induire une 
altération de l'homéostasie calcique suite à l'altération de la fluidité membranaire 
(Kantengwa, Capponi et al. 1990; Kiang, Gist et al. 1998). 
Cependant, une exposition brusque et courte au choc thermique est 
responsable de l'induction des protéines du choc thermique. De tels effets sont à 
l'origine d'un phénomènc dc tolérance au stress multiple appelé« thermotolérance». 
6.2 La thermotolérance 
Une exposition des cellules à des températures élevées pourrait avoir comme 
conséquence la synthèse compétitive des HSPs, connues pour leur rôle dans la 
protection des cellules contre un choc thermique subséquent, ainsi que contre d'autres 
formes de stress tels que le stress oxydatif, les radiations, etc.. (Sreedhar and 
Csermely 2004). Nos travaux antérieurs ont démontré que la thermotolérance peut 
être induite à une température moins élevée et non létale (40°C). Ceci est d'une 
importance notable pour la recherche fondamentale étant donné qu'il s'agit de la 
température physiologique de la fièvre chez l'être humain (Przybytkowski, Bates et al. 
1986), suggérant ainsi la possibilité de son application en médecine clinique. 
De même, une exposition des cellules à des températures létales (par exemple 43 
et 45°C) durant une période courte, allant de 10 à 30 minutes, pourrait permettre le 
développement d'une adaptation de la cellule et sa résistance à un choc thermique 
consécutif (Subjeck, Sciandra et al. 1982; Samali and Cotter 1996). L'induction d'un 
état de thermotolérance se fait en 3 phases: 
1.	 L'induction où apparaissent au niveau plasmatique des protéines du choc 
thennique responsables d'une protection cellulaire en cas de stress; 
2.	 Le développement où l'on observe une réponse métabolique (adaptation du 
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pH et élimination des toxines.); 
3. Le retour à la normothennie grâce à une déperdition calorique. 
L'acquisition de cette propriété de thennotolérance est caractérisée par de 
nombreuses modifications biochimiques et moléculaires. Des analyses protéomiques 
visant à caractériser la thermotolérance ont montré un changement dans le processus 
de phosphorylation de 93 protéines chez les cellules thermotolérantes TR-RlF-1 
versus les cellules contrôles non thermotolérantes RlF-l. La majorité de ces protéines 
exercent des fonctions biologiques très importantes: nous pouvons citer les protéines 
chaperones, les protéines formant les canaux an ioniques, les protéines de 
signalisation (MAP kinases), les protéines de structure, les protéines impliquées dans 
le processus de transcription et de traduction de l' ARN et les protéines jouant un rôle 
dans la synthèse protéique, l'oxydoréduction, le métabolisme énergétique ou la 
motilité cellulaire (Kim, Song et al. 2002). Le rôle de certains ions dans l'acquisition 
de la résistance au choc thermique chez les eucaryotes a été également élucidé. Dans 
ce contexte, on peut citer le cas du Ca2+ qui intervient pour réguler la liaison du HSF 
au HSE dans des cellules humaines tumorales HeLa (Mosser, Kotzbauer et al. 1990) 
(issues d'un carcinome du col utérin). Ce recrutement de HSE par HSF-l s'est avéré 
essentiel pour induire la synthèse des HSPs dans les cellules humaines A-43 1 (Kiang, 
Carr et al. 1994). Une extrapolation de ces résultats sur les cellules végétales, plus 
précisément les cellules du blé, a montré l'importance de la voie dépendante de 
Ca2+/calmoduline dans l'acquisition de la résistance au choc thermique (Liu, Choi et 
al. 1990). 
D'un autre coté, les protéines de stress jouent un rôle important dans le maintien 
de la thermotolérance. Plusieurs études suggèrent la corrélation entre l'accumulation 
de certaines formes de HSPs (HSP 30, HSP 70, et HSP 90) et l'acquisition d'un état 
de thermotolérance chez les amphibiens, les mammifères (Parsell and Lindquist 1993; 
Favatier, Bomman et al. 1997; Krebs and Feder 1997) de même que les poissons 
(Evans, Belak et al. 2007; Podrabsky and Somero 2007). En outre, le maintien de la 
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synthèse protéique chez les cellules thermotolérantes, même suite à l'exposition à des 
températures extrêmes, a été expliqué par la capacité des HSPs à maintenir la 
traduction et l'élongation ainsi qu'à prévenir la rupture des poly-ribosomes (De Maio, 
Beck et al. 1993; De Maio, Beck et al. 1993; Beck and De Maio 1994). D'autres 
études précédentes ont montré que l'état de thermotolérance est corrélé à une 
augmentation de la synthèse des HSPs 11 O. Ces dernières contribueraient à la 
solubilisation des protéines inactivées par la chaleur et présentes sous forme 
d'agrégats insolubles (Kampinga 2006). Toutefois, cette activité qui consiste à 
prévenir toute agrégation irréversible des protéines dénaturées suite à l'exposition 
subséquente aux chocs thermiques varie en fonction du type cellulaire et de la HSP 
induite. 
Chez les bactéries et les levures, l'état de thermotolerance a été fortement corrélé à 
l'accumulation d'un disaccharide, le tréhalose, jouant un rôle dans la renaturation des 
protéines en conditions de stress (Singer and Lindquist 1998). Ceci explique 
d'ailleurs l'accumulation de tréhalose et la hausse de la quantité du glycogène 
synthétisé chez les cellules rendues thermotolérantes (Cameron, Levin et al. 1988). 
D'autres recherches ont montré que l'exposition des levures à un choc thermique 
doux induit l'augmentation des sphingolipides, caractérisés par leur rôle dans la 
protection des cellules contre les agents pathogènes et le maintien de l'équilibre. Ils 
sont connus aussi par leur effet dans le ralentissement du processus de vieillissement 
cellulaire (Dickson, Sumanasekera et al. 2006; Guangzuo, Gruhler et al. 2008). 
Il est à noter aussi que l'effet de la thermotolérance est transitoire et dure environ 
de deux à trois jours, ce qui rend son utilisation en clinique possible et non 
désavantageuse pour l'application de l'hyperthermie létale. 
En conclusion, l'hyperthermie avec ses deux aspects, létal et non létal, représente 
un exemple spectaculaire de la réponse d'une cellule aux agressions cytotoxiques de 
son environnement. Elle suscite l'intérêt de la communauté scientifique qui souhaite 
acquérir une meilleure compréhension de ce phénomène. Dans cette étude, on 
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s'intéressera à l'hyperthermie létale en vue d'une utilisation clinique comme 
possibilité thérapeutique à combiner aux autres méthodes classiques du traitement du 
cancer telles que la chimiothérapie et la radiothérapie. On s'intéressera également à la 
thermotolérance qui procure l'exemple le plus spectaculaire de la capacité des 
cellules à lutter pro-activement contre diverses agressions toxiques, y-compris 
l'hyperthermie létale. 




7.1 Le stress oxydatif 
Le stress oxydatif est un syndrome résultant d'un déséquilibre entre les 
systèmes de défense antioxydants et la production de radicaux libres oxygénés en 
faveur de ces derniers. Chez les organismes aérobiques, le processus d'oxydation est 
indispensable pour mieux préserver de nombreuses réactions chimiques y compris la 
transformation des aliments en énergie et en chaleur, ainsi que les réactions 
immunitaires visant à détruire tout pathogène. Cependant, ces mêmes réactions 
génèrent des espèces oxygénées activées (RLO) particulièrement toxiques pour 
l'intégrité cellulaire étant donné leur capacité d'endommager les composés vitaux des 
cellules, entre autres les lipides, les protéines et l'ADN (Sies 1993; Orrenius 2007). 
Plus précisément, on définit les EORs comme étant une forme particulière d'espèces 
chimiques possédant un électron célibataire et non apparié sur leurs orbitales externes. 
De plus, ils sont caractérisés par une très forte réactivité el une courte durée de vie. 
Cette définition englobe à la fois les radicaux libres oxygénés et les radicaux non 
oxygénés. Cependant, la première classe reste la plus documentée étant donné sa 
nocivité pour les tissus et les molécules biologiques. 
7.2 Les espèces réactives oxygénées ou EORs 
La production d'espèces réactives oxygénées (su peroxyde, peroxyde d'hydrogène 
et radical peroxyle, etc.) peut être aussi bien endogène qu'exogène (Tableau 7.1). En 
effet, il esl connu que les globules blancs génèrent le radical peroxynitrite à partir du 
radical superoxyde ou du monoxyde d'azote (NO-). Ce dernier est également produit 
par les parois des vaisseaux sanguins ainsi que les cellules du cerveau (Griendling 
and Ushio-Fukai 2000). Chez les êtres aérobies, l'anion superoxyde aussi bien que le 
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peroxyde d 'hydrogène sont formés par la voie des pentoses phosphates lors de la 
synthèse d'oxalate et de l'hème ainsi que dans le catabolisme des acides aminés, des 
catécholamines et des acides gras (Zabucchi, Bellavite et al. 1980). Comme source 
exogène de radicaux libres oxygénés, on cite les rayons X et l'exposition aux rayons 
UV du soleil, générant ainsi les EORs soit directement ou indirectement via des 
molécules apparentées (Huang, Li et al. 2001; Huang, Li et al. 2001). De même, un 
excès en fer ou en cuivre favorise les réactions de transition, particulièrement celle de 
Haber-Weiss conduisant à la formation du radical hydroxyle. Récemment, plusieurs 
travaux ont exploré le lien entre la génération d'EOR et la pollution atmosphérique, 
l'alimentation, le tabagisme ou les habitudes personnelles comme le bronzage 
intensif. 
Les EORs sont très réactives avec leur environnement. Leur présence en quantités 
modérées s'est avérée nécessaire pour le bon déroulement de plusieurs voies 
métaboliques, entre autres la dissociation des acides gras et plus particulièrement 
celle du cholestérol LDL (Bauer and Baller 1999; Bauer, Sotnikova et al. 1999). Ceci 
permet donc d'éviter de nombreuses maladies liées au cholestérol comme les 
maladies cardiaques, l'apoplexie, l'athérosclérose et l'endommagement des artères 
(Harrison, Griendling et al. 2003; Harrison, Cai et al. 2003). De plus, le stress 
oxydatif est connu pour être impliqué dans de nombreuses maladies multifactorielles 
telles que la maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson. 
7.3 Nocivité des EûRs 
Les sources métaboliques produisant les EORs sont très nombreuses. On cite 
à titre d'exemple la chaîne respiratoire mitochondriale, la famille des cytochromes P­
450, l'activité de la NADPH oxydase, de la myélopéroxydase, de la NO synthase et 
celle de la xanthine oxydase. Ces EORs sont à l'origine de nombreux dommages tant 
au niveau cellulaire que moléculaire. Parmi les effets nocifs des EOR, on cite 
l'oxydation des protéines et des acides aminés, conduisant ainsi à une perte de la 
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structure et donc du site actif dans le cas des enzymes. Pour approfondir, la sensibilité 
des protéines aux effets d'EOR varie en fonction de la structure et de la composition 
de la protéine (Bongarzone, Pasquini et al. 1995). Ainsi, les protéines les plus 
sensibles sont celles comportant un groupement sulfhydryle (SH). Les radicaux libres 
sont également responsables de nombreuses altérations de la structure des acides 
nucléiques, entre autres la conversion des résidus thymines en 8-hydroxyguanine et 
l'oxydation du déoxyribose (Gao, Wei et al. 2004; Giommarelli, Corti et al. 2008). La 
peroxydation lipidique pourrait affecter la structure des membranes cellulaires. Quant 
aux glucides, leur oxydation en présence des ions métalliques est responsable de la 
libération d'aldéhydes. Ces derniers s'attachent aux protéines, provoquant ainsi la 
rupture de la chaîne peptidique et par conséquent leur dénaturation (Dandekar, 
Nadkarni et al. 2002). 
7.4 Mécanismes de défenses cellulaires contre les EûRs 
Pour assurer le maintien du niveau non cytotoxique d'EORs, l'organisme dispose 
d'une réserve importante de molécules an ti-oxydantes de nature protéique ou sous 
forme de molécules oxydables hydrosolubles (glutathion, vitamine C, protéines 
plasmatiques, acide urique) et liposolubles (vitamine E, caroténoïdes, flavonoïdes, 
bilirubine, etc). Il s'agit d'un système de contrôle rigoureux de la formation et de 
l'élimination d'EOR en excès et de la préservation des tissus et des cellules de leur 
nocivité. L'ensemble de ces agents est réparti en trois systèmes de défense (Tableau 
7.2) : 
Un système de défense antioxydant prImaire groupant des antioxydants 
métalloenzymatiques (les su peroxydes dismutases Cu-Zn et Mn, la catalase, 
les glutathion peroxydases, le couple thiorédoxine-thiorédoxine réductase, 
etc.); 
Un système de défense antioxydant secondaire groupant des antioxydants 
de petite taille (glutathion, acide urique, bilirubine, le groupe des vitamines 
2 
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A, C, E, caroténoïdes, ubiquinone) et d'oligoéléments (sélénium, zinc). 
3 Un troisième système de défense groupant les enzymes protéolytiques dont 
le rôle consiste à empêcher l'accumulation dans la cellule de protéines ou 
d'ADN oxydés et à dégrader leurs fragments toxiques. 
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Tableau 7.1 : Liste des différentes espèces oxygénées. Les radicaux libres oxygénés 
sont nombreux et sont très réactifs avec leur environnement. De plus, ils sont 
responsables de la toxicité de l'oxygène et de ces effets mutagènes bien 
qu'indispensable dans plusieurs méca-nismes moléculaires des tissus de l'organisme 
dont la réponse immunitaire 
Nature de l'espèce Formule Source Effets biologiques 
oxygénée chimique 
Anion superoxyde 0-2 Réduction univalente de Peu toxique par lui même, mais il 
l'oxygène O2 génère le radical hydroxyle OH-
Radical hydroxyle OH- Clivage et réduction de Oxyder tout les substrats du milieu 
l'eau oxygénée environnant 
Réaction de Haber- Source potentielle des lésions 
Weiss (en présence de moléculaires, cellulaires et 
Fer) tissulaires 
Désintégration de la membrane 
cellulaire 
Peroxyde d'hydrogène H20 2 Réaction de dismutation Générateur du radical hydroxyle 
ou eau oxygenée de l'anion superoxyde 
Réaction de réduction 
univalente de 0 2 -
Réaction de réduction 
directe de l'oxygène 
peroxynitrite N03 - Réaction entre l'oxygène Cytotoxique et oxydant pour les 
et le NO résidus méthionines, thiols et 
thioéthers 
Radicaux peroxyles ROO- Résultat d'interaction Peu actif, capable de diffuser à 
des radicaux libres de travers les membranes biologiques 
carbone avec l'oxygène 
moléculaire 
Hydroxydes organiques ROOH Forme protonnées des Très réactifs et se décomposent 
radicaux peroxyles rapidement en radicaux alcoxyles 
Radicaux alcoxyles RO· Résultat de dégradation Très réactifs 
de peroxydes organiques 
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Tableau 7.2 : Liste des différents antioxydants: les antioxydants peuvent être classées en 
oxydant endogène synthétisés par l'organisme et d'autres exogènes apportés par 
l'alimentation. Leurs actions varient selon la nature de l'antioxydant. Certains d'entre eux 
assurent une protection continuelle alors que d'autres agissent suite à un stress et assurent par 
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7.5 Stress oxyda tif et apoptose 
De faibles doses d'EOR permettent un bon déroulement de la signalisation et 
de la prolifération cellulaire (Burdon, Alliangana et al. 1994; Kamata and Hirata 1999; 
Kannan and Jain 2000). Cependant, à de fortes concentrations, les EORs deviennent 
dangereux pour les cellules et constituent l'un des facteurs les plus importants de la 
cancérisation (Szatrowski and Nathan 1991; Burdon 1995). En effet, l'activation 
continue des facteurs de transcription impliqués dans la carcinogenèse (NF- B et 
AP-1) est corrélée à une surproduction d'EOR (Gupta, Rosenberger et al. 1999). Il a 
aussi été démontré que les dommages au niveau de l'ADN peuvent conduire les 
cellules au processus de prolifération tumorale (Jackson and Loeb 2001). De fortes 
doses d'EOR conduisent à la peroxydation lipidique, induisant l'altération de la 
membrane cytoplasmique et la libération du contenu cellulaire vers l'extérieur suivant 
un processus nécrotique. Des concentrations moins élevées des espèces réactives de 
l'oxygène induisent l'apoptose tout en activant les protéines kinases et les protéines 
phosphatases (Kannan and Jain 2000) 
7.5.1 Induction de la voie mitochondriale par les EûRs 
La mitochondrie est la principale source d'EOR durant l'apoptose (Cai and 
Jones 1999). Elle est à la fois cible et source d'EOR (Simon, Haj-Yehia et al. 2000; 
Shibata and Kobayashi 2008). Les EORs sont responsables de l'oxydation des thiols 
protéiques et des pores mitochondriaux, causant ainsi la libération du cytochrome C 
(Zamzami, Marchetti et al. 1995; Costantini, Chernyak et al. ]996; Kroemer and 
Reed 2000). Dans plusieurs études, le niveau d'EOR affecte l'expression de BeI-2. 
Cependant, ces mêmes études ont montré qu'un tel effet n'est pas suffisant pour 
accomplir le processus d'apoptose (Maulik, Goswami et al. 1999). Par ailleurs, la 
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surexpresslOn de la catalase a été corrélée au taux de Bcl-2 phosphorylé et à la 
protection contre l' apoptose. Des résultats semblables ont été observés chez des 
cellules surexprimant la MnSOD (Patel and Day 1999; Deng, Gao et al. 2003). Les 
antioxydants peuvent aussi protéger les lymphocytes T contre l'apoptose induite par 
la voie mitochondriale, indépendamment de la voie des récepteurs de mort, via le 
contrôle de l'expression des protéines Bcl-2 (Hildeman, Mitchell et al. 1999; 
Hildeman, Zhu et al. 2002). Par exemple, l'action protectrice de l'antioxydant 
MnTBAP pourrait impliquer le facteur de transcription CREB (cAMP response­
element binding protein), le facteur de transcription NF-OB et la phosphatidylinositol 
3-kinase (PI-3K) qui sont tous connus pour leur rôle dans l'induction de l'expression 
de Bcl-2. Cependant, il a été rapporté que les EORs peuvent affecter les activités de 
ces facteurs (Ahmed, Sells et al. 1997; Gong, Chen et al. 1999; Pugazhenthi, 
Nesterova et al. 2000; Xu, Lian et al. 2007). Les EORs interviennent également dans 
la régulation de l'expression d'autres protéines de la famille Bcl-2 dont Bcl-xL 
((Ermak, Lacour et al. 2008). 
7.5 2 La voie des récepteurs de mort et les EORs 
Une production d'EOR a été souvent observée au cours de l'apoptose induite par 
différents stimuli tels que APO-l/Fas (Korsmeyer, Yin et al. 1995; Um, Orenstein et 
al. 1996; Banki, Hutter et al. 1999). Les EORs sont responsables de l'altération de la 
membrane cellulaire et des changements caractéristiques de l'apoptose (Wang, Azad 
et al. 2008), amenant ainsi à l'activation des différents récepteurs membranaires tels 
que Fas (Kuckleburg, Tiwari et al. 2008; Nakajima, Kojima et al. 2008; Wang, Azad 
et al. 2008), TNF et TGF (Herrera, Fernandez et al. 2001). D'un autre coté, Meldmm 
et ses collaborateurs (1998) ont montré que les dommages causés par les EORs 
peuvent stimuler la production de cytokines, dont le TNFa qui est connu pour sa 
propriété proapoptotique (Meldrum, Dinarello et al. 1998); or cette activation dépend 
de plusieurs facteurs comme le taux d'EOR et l'activation de la voie des MAP 
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kinases. Malgré ces études, le mécanisme exact d'activation de la voie des récepteurs 
de mort par les EORs est encore méconnu et nécessite plus d'investigations. 
CHAPITRE VIII: HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS 
Le projet de doctorat porte sur les mécanismes de toxicité du choc thermique 
létal et l'effet protecteur de la thermotolérance induite à un choc thermique doux 
contre de telle agression. L'importance du sujet provient du fait que ce type de stress 
pourrait servir à induire la mort chez des cellules tumorales. L'approche en clinique 
consistera en l'application d'une hyperthermie létale (42-45°C) au niveau du tissu 
atteint par la tumeur. Toutefois, de belles perspectives existent pour l'utilisation 
combinatoire d'un choc thermique sévère (hyperthermie létale) et d'autres stratégies 
thérapeutiques plus conventionnels. Ainsi, à part le choc thermique, de plus faibles 
doses de chimiothérapie ou de radiothérapie peuvent y être combinées afin 
d'améliorer l'indice thérapeutique. Ceci se base sur les résultats de plusieurs études 
montrant que l'hyperthermie sensibilise les cellules tumorales à certains agents 
chimiothérapeutiques et aux radiations (Engin 1994; Baronzio and Hager; 2000). Par 
exemple, 1'hyperthermie augmente la perméabilité des cellules aux agents chi mio­
thérapeutiques facilitant ainsi, leur pénétration intracellulaire (Baronzio et aL, 2006). 
Les travaux en cours dans notre laboratoire exploitent cette piste et tentent de 
comprendre les mécanismes de sensibilisation des cellules tumorales à 1'hyperthermie. 
En ce qui a trait à la technologie, avec l'innovation dynamique et l'évolution 
perpétuelle des technologies médicales, il est désormais possible de focaliser le 
traitement à la chaleur sur une partie spécifique du tissu. La chaleur peut être, par 
exemple, appliquée par un laser, des micro-ondes ou des ondes radiofréquences, des 
ultrasons focalisés, etc. Ces technologies sont particulièrement intéressantes 
puisqu'elles permettent de chauffer la zone de focalisation, de manière non invasive, 
profondément dans le tissu visé, sans chauffer de manière significative les tissus 
voisins de la zone de focalisation. 
En plus de leur retombées cliniques, les résultats obtenus viseront à améliorer 
nos connaissances théoriques sur le choc thermique autant pour son aspect létal que 
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non létal. Bien que très populaire en Europe et au Japon à cause des résultats 
cliniques et pré-cliniques jugés prometteurs, au Canada, à l'encontre de ces autres 
pays, l'hyperthermie est encore méconnue, voir même, rarement utilisée par les 
praticiens. Aux États-unis et depuis le début des années 1990, l'hyperthermie trouve 
un accueil favorable auprès des oncologues. Juin 1996 est la date d'approbation de 
l'utilisation de l'hyperthermie locale pour le traitement du cancer de la prostate aux 
États-unis. Dès lors, l'hyperthermie est de plus en plus acceptée comme une 
technique efficace dans la lutte contre le cancer. Ceci nous mène à l'objectif général 
du projet qui consiste à soutenir l'intégration de l'hyperthermie comme possibilité 
thérapeutique anti-cancer au sein des établissements de santé canadiens. Toutefois, le 
succès de cette approche nécessite la compréhension approfondie et détaillée de tous 
ces concepts. 
Ce projet, qui pourrait prendre une importance capitale pour la médecine 
clinique, englobe plusieurs sujets intéressants qui se répartissent principalement entre 
deux grandes thématiques: (1) Les mécanismes de toxicité du choc thermique et les 
voies de signalisation impliquées dans la réponse des cellules aux agressions 
cytotoxiques du choc thermique. Nous nous sommes intéressés en particulier, à 
l'étude du mécanisme d'induction de la mort cellulaire par apoptose. (2) Nous avons 
aussi mis l'accent sur l'effet protecteur de la thermotolérance contre la toxicité d'un 
choc thermique létal. Ainsi, se permet-on d'émettre les hypothèses suivantes: 
.:. Le choc thermique induit l'apoptose via la voie extrinsèque médiée par 
le récepteur de mort . 
•:. Le choc thermique induit également l'apoptose via la voie intrinsèque 
médiée par le réticulum endoplasmique. 
•:. L'apoptose induite par le choc thermique survient suite à la génération 
des espèces réactives de l'oxygène qui, à leur tour, activent les 
protéines MAP kinases et la protéine pS3. 
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.:. La thermotolérance induite par un choc thermique doux et non létal 
(40°C) protège les cellules contre l'induction de l'apoptose par un 
choc thermique subséquent plus sévère (42-45°C). 
Afin de vérifier ces hypothèses, nos objectifs étaient de : 
1. Déterminer les mécanismes de toxicité du choc thermique et déterminer le 
rôle de la voie du récepteur de mort Fas dans la transduction du signal apoptotique 
induit par le choc thermique. 
2. Déterminer le rôle des espèces réactives de l'oxygène dans l'activation des 
protéines MAP kinases et de la protéine p53 durant la transduction du signal 
apoptotique induit par le choc thermique. 
3. Déterminer les mécanismes moléculaires d'induction de l'apoptose via la voie 
du réticulum endoplasmique par le choc thermique. 
4. Évaluer l'effet protecteur de la thermotolérance induite à un choc thermique 
doux (40°C) contre la toxicité d'un choc thermique subséquent létal (42-45°C). 
Objectif spécifique 1 : Comprendre les mécanismes de toxicité du choc 
thermique et déterminer le rôle de la voie du récepteur de mort Fas dans la 
transduction du signal apoptotique induit par le choc thermique chez les cellules 
HeLa. 
Nous avons démontré précédemment que le choc thermique induit la voie 
mitochondriale de l'apoptose (Bettaieb and Averill-Bates 2005). Or, il est bien établi 
que sous l'effet de certains types de stress, notamment le stress oxydatif, la voie 
mitochondriale survient comme conséquence de l'activation de la voie des récepteurs 
de mort Fas. Si c'est le cas, alors on s'attend à ce que la transmission du signal 
apoptotique survienne suite à une augmentation du niveau d'expression du Fas ligand 
et passe par la formation du complexe de signalisation de mort (DISC). Le complexe 
DISe est, en effet, la conséquence de J'agrégation du récepteur Fas et Fas ligand, la 
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protéine FADD et la procaspase 8. Suite à son activation par clivage, la caspase 8 
clive et active la caspase 3. Par ailleurs, l'activation de la caspase 8 pourrait conduire 
au clivage de la protéine Bid, ce qui explique l'induction de la voie mitochondriale 
par le choc thermique. 
D'un autre coté, une étude publiée en 1999 a montré que le choc thermique 
induit l'expression des interleukines, des cytokines et du ligand de mort TNFu 
(Katschinski, Robins et al. 1999). De plus, l'hyperthermie est connue pour reverser la 
résistance au TNFu chez les cellules L929 (Ko et al., 2000). Or, il est établi que la 
voie de signalisation aboutissant à la mort cellulaire en réponse au TNFu, bien que 
complexe, peut induire l'activité de la caspase 8. Le récepteur 1 du TNF (TNF-RI) 
possède un domaine de mort comparable à celui de Fas ou des récepteurs de TRAIL, 
ce qui implique que les protéines FADD et caspase 8 peuvent être recrutés au TNF­
RI en réponse à l'engagement de ce demier (Mak, Wong et al. 2002). Ainsi, afin de 
déterminer si le mécanisme d'activation de la caspase 8 par le choc thermique est 
médié par Fas, il sera pertinent d'inhiber l'activation du récepteur Fas (en utilisant 
l'antagoniste de Fas Kp7-6). De plus, il a été également démontré que l'activation du 
récepteur Fas pourrait conduire à l'activation de la caspase 10. Il sera par conséquent 
pertinent d'utiliser des inhibiteurs pour chacune des caspases 8 et 10 afin de 
distinguer laquelle des deux est impliquée dans la transduction du signal apoptotique 
induit par le choc thermique et médiée par le récepteur de mort Fas. De plus, 
l'utilisation de ces inhibiteurs ainsi que l'antagoniste de Fas permettra d'étudier les 
conséquences de l'activation de la voie du récepteur Fas par le choc thermique, soit 
l'activation de la voie mitochondriale et la phase d'exécution du processus 
apoptotique. Ceci permettra de déterminer le type de dialogue entre les deux voies, et 
de vérifier si l'activation de la voie mitochondriale dépend de la voie du récepteur de 
mort Fas. Dans cette optique, nous étudierons chez les cellules HeLa, pré-incubées ou 
non avec ces inhibiteurs et exposées au choc thermique (42-45°C), l'activation de la 
voie mitochondriale (translocation de Bax et relargage du cytochrome c dans le 
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cytosol), et l'induction de la phase d'exécution (activation de la caspase 3, clivage de 
PARP et lCAD et condensation de la chromatine). 
Il serait également congruent d'étudier les conséquences de l'induction du 
phénomène de la thermotolérance sur le déroulement de ces cascades signalétiques 
mentionées ci-dessus et de vérifier si la thermotolérance conférerait aux cellules 
HeLa un effet protecteur contre l'induction de la voie du récepteur de mort Fas par le 
choc thermique. 
Par ailleurs, selon Varfolomeev, la caspase 8 est essentielle à la mort 
cellulaire induite par Fas (Varfolomeev, Schuchmann et al. 1998). Cependant, 
plusieurs autres études contredisent cette doctrine (Yang, Khosravi-Far et al. 1997). 
En effet, la mort cellulaire induite par Fas pourrait emprunter une autre voie caspases­
indépendante, impliquant la protéine Daxx, la protéine kinase ASK-l et des MAP 
kinases. Par ailleurs, il a été démontré d'une part, que l'activation de la voie 
SAPKJJNK pourrait conduire à la génération de radicaux libres activant ainsi des 
MAP kinases et la protéine p53 et que, d'autre part, l'hyperthermie causerait une 
augmentation du taux de radicaux libres (Flanagan, Moseley et al. 1998; Moriyama­
Gonda, Igawa et al. 2000). Prises dans leur ensemble, ces données nous acheminent 
au deuxième objectif de notre étude. 
Objectif spécifique 2: Déterminer le rôle des espèces réactives de 
l'oxygène dans l'activation des protéines MAP kinases et de la protéine p53 
durant la transduction signal apoptotique induit par le choc thermique: Effet 
protecteur de la thermotolérance. 
L'activation de la protéine ASK-1 suite au recrutement de Daxx au niveau du 
récepteur Fas sera étudiée chez les cellules HeLa exposées au choc thermique (42­
45°C). De même, l'étude du niveau de phosphorylation des MAP kinases p38 et JNK, 
ainsi que celui de leurs substrats respectifs; HSP27, p53 et c-Jun, sera effectuée pour 
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déterminer le rôle de ces deux MAP kinases dans la régulation du processus 
apoptotique induit par le choc thermique. La phosphorylation de Bax par JNK résulte 
en sa relocalisation au niveau de la membrane mitochondriale, alors que la 
phosphorylation de Bel-2 par p38 l'inactive. 
Ainsi, nous utiliserons l'antagoniste de Fas (Kp7-6) pour étudier le rôle de ce 
dernier dans l'activation de la voie des MAP kinases et dans la transduction du signal 
apoptotique via les protéines p38 et JNK. Nous utiliserons également l'inhibiteur de 
p38 (SB328020) pour déterminer si cette protéine induit la phosphorylation de p53 et 
de Bel-2. L'inhibiteur de la JNK (PD98059) quant à lui, sera utilisé pour investiguer 
le rôle de la JNK dans la phosphorylation de c-]un et la translocation de Bax au 
niveau de la mitochondrie. Toutefois, ces deux inhibiteurs seront utilisés pour 
expliquer l'implication de la JNK et de la p38 dans la transduction du processus 
apoptotique; soit l'activation de la voie mitochondriale (chute du potentiel 
membranaire et relargage du cytochrome c dans le cytosol) et l'induction de la phase 
d'exécution de l'apoptose (activation de la caspase 3 et condensation de la 
chromatine). 
Nous investiguerons également si le choc thermique induit la génération des 
espèces réactives de l'oxygène (ROS) et les conséquences que ceci pourrait y avoir 
sur la transduction du signal apoptotique. Nous utiliserons à cette fin des antioxydants 
tels que la PEG-catalase, enzyme impliquée dans la détoxification des ROS, pour 
comprendre le rôle de ces derniers dans l'activation du récepteur Fas et les 
évènements moléculaires qui suivent tels que l'activation dcs protéincs kinases p38 et 
JNK, l'activation de la protéine p53, la chute du potentiel membranaire, le relargage 
du cytochrome c dans le cytosol, l'activation de la caspase 3 et la condensation de la 
chromatine. 
Cependant, plusieurs hypothèses ont été émises quant au rôle des espèces 
réactives de l'oxygène dans l'activation de la protéine p53 et vice-versa. Pour 
déterminer si c'est les ROS qui activent la protéine p53 ou c'est la génération du ROS 
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qui stimule la phosphorylation de p53, nous proposons d'utiliser l'inhibiteur de la p53 
(pifithrine a) et d'observer le niveau de ROS générés par le choc thermique. 
A part son rôle dans l'arrêt du cyele cellulaire, p53 pourrait induire la 
transcription de plusieurs facteurs impliqués dans l'apoptose (Bax, Fas ligand) et 
réprimer celle de certains autres (Bel-2, Bcl-XL). Nous vérifierons, ainsi, si le choc 
thermique pounait moduler l'expression de ces facteurs en utilisation la pifithrine-a. 
Nous soutenons enfin, l'hypothèse que le choc thermique, comme d'autres 
stress (notamment le stress oxydatif et les radiations (Nithipongvanitch, Ittarat et al. 
2007; Sot, Freund et al. 2007) pourrait induire la relocalisation de p53 au niveau de la 
mitochondrie, où elle causerait la perméabilisation de la membrane mitochondriale 
externe en se complexant à Bel-2 et/ou Bel-XL via son domaine de liaison à l'ADN 
(Mihara and Moll 2003; Petros, Gunasekera et al. 2004). L'immunoprécipitation du 
complexe p53/Bel-2 ou p53/Bel-xL permettra de consolider cette hypothèse. Nous 
investiguerons également l'effet protecteur de la thermotolérance induite à 40°C 
contre la succession de l'ensemble de ces évènements pro-apoptotiques. 
Par ailleurs, il a été démontré que la protéine ASK-I pourrait être transloquée 
sous l'effet de certains stress (en particulier le stress oxydatif) à la membrane du 
réticulum endoplasmique où elle se lie à la protéine Inositol Requiring Enzyme 1 
(IREl). Le recrutement de ASK-l par IRE1 survient uniquement en cas de stress du 
réticulum endoplasmique et lorsque IRE 1 est activée. Il a été également proposé que 
la voie des MAP kinases JNK pourrait être activée en réponse à un stress du RE et 
promeut la mort cellulaire chez les mammifères (Urano, Wang et al. 2000). De plus, 
plusieurs études ont montré que chez les cellules HeLa, l'exposition au choc 
thermique (42-45°C) résulte en l'accumulation des protéines à conformations 
anormales (Kampinga, Brunsting et al. 1995; Kretz-Remy, Munsch et al. 2001; 
Lepock 2005). A la lumière de ces données, nous avons décidé d'investiguer si le 
choc thermique induit l'apoptose via la voie du réticulum endoplasmique. 
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Objectif spécifique 3: Déterminer les mécanismes moléculaires 
d'induction de l'apoptose via la voie du réticulum endoplasmique par le choc 
thermique: Effet protecteur de la thermotolérance. 
Dans cette perspective, nous avons entrepris de vérifier la capacité d'un choc 
thermique létal à induire la voie de l'apoptose médiée par le RE. Nous avons 
également entrepris de déterminer l'importance et l'ampleur de cette cascade 
signalétique par rapport à la voie mitochondriale et la voie du récepteur de mort Fas. 
Le stress du RE pourrait être un détcrminant de la scnsibilité intrinsèque des 
cellules à la dénaturation protéique causée par le choc thermique. En d'autres termes, 
l'induction de l'apoptose via la voie du réticulum endoplasmique pourrait être due, en 
partie, à l'accumulation des protéines à conformation anormale au niveau du RE. Les 
caractéristiques de l'apoptose médiée par la voie du RE sont généralement la perte de 
l'homéostasie calcique, l'activation des caspases 12 et 4 ainsi que l'activation des 
calpaïnes. 
A cette fin, nous commencerons par déterminer si le choc thermique induit 
l'apoptose via le RE. Dans ce cas, trois mécanismes pourront se manifester: 
.:. Le premier implique le facteur de transcription CHOP/GADD 153, dont la 
surexpression et la relocalisation nucléaire provoque l'arrêt du cycle cellulaire et 
l'apoptose (Barone, Crozat et al. 1994; Wang, Lawson et al. 1996). 
•:. Le second mécanisme s'effectue par l'activation de la kinase JNK. Celle-ci 
serait activée via lREla ou lRE1~ qui se trouvent ancrées à la membrane du 
réticulum endoplasmique. L'endonucléase IRE 1 se lie à la protéine adaptatrice 
TRAF2 facilitant le recrutement et l'activation de la protéine ASKI. 
.:. Le troisième mécanisme met en jeu la perte de l'homéostasie calcique et 
l'augmentation du taux de calcium libre dans le cytosol. Si c'est le cas, les 
conséquences qui pourront en découler sont l'activation des caspases 12 et/ou la 
caspase 4. 
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Ainsi, nous supposons que le choc thennique induirait l'apoptose tout en 
causant la perte de l'homéostasie calcique et une augmentation du taux de calcium 
libre dans le cytosol et l'élévation du taux du calcium pourrait résulter en l'activation 
des calpaïnes qui activeront à leur tour les caspases 4 et/ou 12. D'un autre coté; la 
translocation de la forme active de la caspase 7 vers le réticulum endoplasmique pour 
activer la caspase 12 est aussi une possibilité à envisager dans cette étude. Finalement, 
nous envisageons étudier le rôle du choc thennique dans la modulation du niveau 
d'expression de certaines protéines de la famille Bel-2 (Bax, Bik, Bak, Bel-2, Puma 
et Noxa) connues pour réguler l'homéostasie calcique et l'intégrité des membranes du 
RE et de la mitochondrie. 
Par ailleurs, il a été démontré que l'altération de l'homéostasie calcique suite à 
l'entrée massive de calcium extracellulaire ou le relargage du stock calcique dans le 
cytosol favorise l'action de protéases qui sont calcium-dépendantes et conduit à 
l'apoptose (Enfissi et al., 2004). Ainsi, afin de clarifier le rôle du calcium intra- et 
extracellulaire dans le déroulement de la cascade apoptotique, nous utiliserons le 
BAPTA et BAPTA-AM connus pour être deux puissants chélateurs du calcium extra­
et intracellulaire, respectivement. Les deux chélateurs seront uti lisés pour déterminer 
le rôle du calcium dans l'activation des caspases 4 et 12 suite à leur clivage et 
activation par les calpaïnes. BAPTA et BAPTA-AM seront également utilisés pour 
voir si le calcium est responsable de la chute du potentiel membranaire et la libération 
du cytochrome c dans le cytosol résultant en l'activation de la phase d'exécution de 
l'apoptose (activation de la caspase 3 et condensation de la chromatine). A notre 
connaissance, le rôle de calcium dans la transduction de ces signaux pro-apoptotiques 
n'a jamais été démontré chez des cellules eucaryotes exposées au choc thermique. 
Enfin, l'effet de la thennotolérance induite à 40°C sera étudié tout au long de 
cette partie de l'étude. Nous supposons que la thermotolérance protègerait les cellules 
contre l'augmentation du niveau d'expression de CHOP, la perte de l'homéostasie 
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calcique, l'activation des caspases 4 et 12 ainsi que contre l'activation des calpaïnes 
par un choc thermique létal (42 à 45°C). 
Pour conclure, nous jugeons que cette étude apportera de nouvelles 
connaissances en ce qui a trait aux mécanismes de toxicité du choc thermique et au 
phénomène de défenses cellulaires permettant aux cellules de résister non seulement 
au choc thermique mais également à une pléthore de stress. Les résultats obtenus dans 
le cadre de ce projet seront d'une importance capitale autant pour la recherche 
fondamentale que pour la recherche clinique. 
CHAPITRE IX: RÉSULTATS ET CONTRIBUTIONS
 
1) Mes contributions les plus importantes 
Cette section liste les travaux réalisés durant mes quatre ans de doctorat que 
j'ai passé dans le laboratoire du Dr. Diana Averill. Dix publications sont les fruits de 
ces années de travail sous la supervision du Dr. Diana Averill. Le choix de l'ordre des 
coauteurs utilisé dans mes publications est la contribution de chacun des coauteurs. 
1.1 - Articles découlant de mon projet de doctorat: 
Les trois articles qui découlent de ma thèse de doctorat intitulée «Mécanismes 
d'induction de \'apoptose par le choc thermique et effet protecteur de la 
thermotolérance induite à 40°C» sont sans équivoque les contributions les plus 
importantes de ma jeune carrière. En fait, ils en constituent le point d'assise. Leur 
enjeu est fondamental, tant du point de vue de la recherche que pour le domaine 
clinique. Voici ces contributions: 
1- Bettaieb, A. et Averill-Bates, 0.2008, THERMOTOLERANCE INDUCED AT 
A FEVER TEMPERATURE OF 40°C PROTECTS CELLS AGAINST 
HYPERTHERMIA-INDUCED APOPTOSIS MEDIATED BY DEATB RECEPTOR 
SIGNALLING. Article publié en Biochemistry and cell Biology, 186; 1-18 
2-Bettaieb, A. et Averill-Bates, D. 2008, ACTIVATION OF STRESS­
ACTlVATED MAP KINASES REGULATES HEAT SHOCK-lNDUCED 
APOPTOSIS IN HELA CELLS. Manuscript en préparation pour soumission. 
3-Bettaieb, A. et Averill-Bates, D. 2008, TBERMOTOLERANCE INDUCED AT A 
MILD TEMPERATURE OF 40°C PROTECTS CELLS AGAINST BEAT SHOCK­
INDUCED ER STRESS: ROLE OF CALCIUM IN ER-MEDIATED APOTOSIS. 
1.2 - Articles découlant de ma participation dans d'autres projets dans le 
laboratoire du Dr. Diana Averill : 
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4- Bettaieb, A.Ouellet, M. E. et Averill-Bates, D. 2008, STUDY OF PRO­
APOPTOTIC PROPERTIES OF CARNOSIC ACIO (A NATURAL ANTIOXIOANT). 
Manuscript en préparation pour soumission. 
5- Bettaieb, A.Ouellet, M. E. et Averill-Bates, D. 2008, INDUCTION OF DEATH 
RECEPTORS PATHWAy OF APOPTOSIS BY CARNOSIC ACIO. Manuscript en 
préparation pour soumission. 
Également, durant mon parcours académique, j'ai voulu axer mon travail sur 
l'étude des propriétés anti-tumorales d'un anti-oxydant naturel. Cette étude prend 
racine dans l'intérêt croissant que porte la médecine clinique pour les médicaments 
naturels. Dans cette étude, nous avons essayé d'étudier le pouvoir anti-oxydant et 
anti-tumoral d'un extrait de plante déjà commercialisé et dont les propriétés sont 
encore méconnues: il s'agit de l'acide caITIosique, un extrait nom1alisé de feuilles de 
romarin. Deux publications dont je suis le premier auteur découlent de cette étude et 
sont prêtes pour soumission. 
6- Bettaieb, A., Merlet S. et Averill-Bates, D. 2008, INDUCTION OF APOPTOSIS 
IN T24 BLADDER CANCER CELLS BY CYCLOPHOSPHAMIDE. Manuscript en 
préparation pour soumission. 
J'ai étudié, en parallèle les propriétés anti-tumorales du cyclophosphamide, un 
agent chimiothérapeutique utilisé en clinique et dont les propriétés pro-apoptotiques 
sont encore méconnues. La partie expérimentale de cette étude est achevée et la 
publication est en phase de préparation. 
1.3 - Article découlant de collaboration scientifique:
 
7- Hachimi, S.Y., Bettaieb, A., Fontaine, N., Breau, L., et Averill-Bates, D. 2008,
 
DERlVATIVES OF BREVIFOLIOL AS INHlBlTORS OF P-GLYCOPROTEIN­

AND MULTIDRUG RESISTANCE PROTEIN-MEDIATED EFFLUX OF
 
148 
DOXORUBICIN IN MULTIDRUG-RESISTANT CHINESE HAMSTER CELLS. 
Manuscript en préparation pour soumission. 
Dans le cadre d'une collaboration avec le Dr. Livain Breau du département 
des sciences biologiques auquel j'ai participé, nous avons investigué la possibilité 
d'inhiber la résistance multiple aux médicaments anticancéreux par des dérivés du 
brévifoliol, un composé de la famille des taxanes. Ces dérivés ont été synthétisés dans 
le laboratoire du Dr. Livain Breau après l'extraction de brévifoliol à partir des 
aiguilles de l'arbre Taxus Brevifolia. Dans le laboratoire du Dr. Diana Averill, j'ai 
étudié avec monsieur Nicolas Fontaine (étudiant en Baccalauréat en Biochimie à 
L'UQAM) les effets de ces dérivés sur la fonction de la P-glucoprotéine, une protéine 
à la base du phénomène de la résistance multiple aux médicaments anticancéreux. 
Les recherches effectuées visaient à développer de nouveaux dérivés pour l'inhibition 
de la PGP. La partie expérimentale est achevée et nous avons obtenus des résultats 
pertinents pour une publication. 
1.4 - Articles découlant de ma participation dans les projets d'autres étudiants 
du laboratoire du Dr. Diana Averill : 
Dans le cadre de projets annexes, j'ai participé à améliorer la qualité 
scientifique de plusieurs travaux effectués par certains de mes collègues au 
laboratoire. Ma contribution à ces études consistait à faire des expériences permettant 
d'amener des explications aux faits observés. 
8- Wrzal, K. P., Bettaieb, A. et Averill-Bates, D. 2008, MOLECULAR 
MECHANISMS OF APOPTOSIS ACTIVATION BY HEAT SHOCK IN 
MULTIDRUG-RESISTANT CHINESE HAMSTER CELLS. Article publié en « 
Radiation research ». Oct; 170(4) : 498-511 
9- Wang, Z., Bettaieb, A. et Averill-Bates, D. 2008, THE ROLE OF OXIDATIVE 
STRESS IN HEAT SHOCK-INDUCED APOPTOSIS IN CHINESE HAMSTER 
OVARY CELLS. 
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10- Roy, J., Pallepati, P., Bettaieb, A. et Averill-Bates, D. 2009, ACROLEIN 
INDUCES APOPTOSIS THROUGH THE DEATH RECEPTOR PATHWAy IN 
A549 CELLS: ROLE OF OXIDATIVE STRESS AND p53. Manuscript soumis pour 
publication. 
11- Roy, J., Pallepati, P., Bettaieb, A. et Averill-Bates, D. 2009, ACROLEIN 
ACROLEIN INDUCES A CELLULAR STRESS RESPONSE AND TRIGGERS 
MITOCHONDRIAL APOPTOSIS IN A549 CELLS. Manuscript soumis pour 
publication. 
Dans la section résultats, je présenterai uniquement mes articles sur l'induction de 
]'apoptose par le choc thermique. 
Article 1: 
THERMOTOLERANCE INDUCED AT A FEVER TEMPERATURE OF 40°C
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Résumé 
Des températures relativement modérées telles que 40°C sont non létales et 
peuvent survenir dans des situations physiologiques ou pathologiques telle que la 
fièvre. Cette étude a pour objectif de déterminer si la thermotolérance induite à 40°C 
protégerait les cellules HeLa contre l'induction de la voie du récepteur de mort par un 
choc thermique létal subséquent. Le niveau d'expression des protéines de choc 
thermique (Hsps) 27, 32, 60, 72, 90, et 110 a augmenté chez des cellules 
thermotolérantcs (3 h, 40° C). Des analyses en cytométrie de flux après un marquage 
à l'annexine V et à l'iodure de propidium ont révélé que la mort cellulaire survenait 
par apoptose (42-43°C) et par nécrose (45° C) et que la thermotolérance protège les 
cellules contre l'apoptose induite par un choc thermique subséquent. Nos résultats 
montrent aussi que l'hyperthermie létale induit J'apoptose via la voie du récepteur de 
mort suite à la génération des radicaux libres causant une augmentation du taux 
d'expression de Fas ligand et l'activation de la caspase 8. De plus, la thermotolérance 
a également protégé contre des événements précoces de la cascade apoptotique 
médiée par la voie du récepteur de mort et induits par un choc thermique subséquent 
létal, entre autre la translocation de la protéine associée au domaine de mort (FADD), 
le clivage et l'activation de la caspase 8, ainsi que le clivage de Bid et la translocation 
de tBid a la mitochondrie. Des événements tardifs de la cascade apoptotique, entre 
autre, le clivage de PARP et ICAD ont été également régulé à la baisse chez des 
cellules thermotolérantes. L'ensemble de nos résultats suggèrent que l' hyperthermie 
létale induit la voie du récepteur de mort et stimule via la voie du cross-talk 
impliquant Bid la voie mitochondriale qui vient amplifier le signal pro-apoptotique 
induit par le choc thermique. 
Mots-clés: Hyperthermie, Protéines du choc Thermique, Thermotolérance, Apoptose, 
Voie du Récepteur Fas, Caspase 8, Bid, mitochondrie. 
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Abstract: 
Mild temperatures such as 40 oC are physiological and occur during fevers. 
This study determines whether mild thermotolerance induced at 40 oC can protect 
HeLa cells against activation of the death receptor pathway of apoptosis by lethal 
hyperthelmia (42--45 OC). Protein expression of heat shock proteins (Hsps) 27, 32, 60, 
72, 90, and 110 was increased in thermotolerant cells (3 h, 40°C). Lethal 
hyperthermia (42--43 oC) caused cell death by apoptosis, but at 45 oC there was a 
switch to necrosis. Mild thermotolérance protected cells against heat-induced 
apoptosis (Annexin V labelling). Hyperthermia induced apoptosis through generation 
of reactive oxygen species (ROS) and death receptor signalling. The antioxidant 
polyethylene glycol-catalase abrogated increased expression of Fas death ligand and 
caspase-8 activation in response to lethal hyperthermia (42--43 OC). Mild 
thermotolerance attenuated the heat induction of ROS and FasL, which were 
initiating events in death receptor activation and signalling. Mild thermotolerance 
inhibited early events in hyperthermia-induced death receptor apoptosis such as Fas 
associated death domain (FADO) translocation to membranes, caspase-8 activation, 
and tBid translocation to mitochondria. Downstream events in apoptosis such as 
caspase-3 activation, c1eavage of PARP and ICAD, and chromatin condensation were 
also diminished in thermotolerant cells. It is important to improve knowledge about 
adaptive responses induced by exposure to mi Id stresses, such as fever temperatures, 
which can protect cells against subsequent exposure to lethal stress. 




There is increasing interest for using clinical hyperthermia in cancer treatment, 
particularly in combination with existing treatments such as chemotherapy, 
radiotherapy and immunotherapy (Hildebrandt et al. 2002; van der Zee 2002). Major 
limitations of these treatments are lack of specificity and normal tissue toxicity. An 
important advantage of hyperthermia (40-45°C) is that cytotoxicity of radiotherapy 
and chemotherapy can be targeted to tumours, therefore decreasing toxic side effects. 
Furthermore, hype11hermia is among the most effective radiation sensitizers known 
and can eliminate radio-resistant tumour cells (Horsman et al. 2007). 
Cancer cells are more vulnerable to heat injury than normal ceUs (Babbs et al. 
1981). Higher temperatures can be achieved in tumours compared to normal tissue, 
due to the tumour's inability to dissipate heat. Tumours are unable to adapt their 
blood circulation to the effects of high temperatures, which enables hyperthcrmia to 
eut-off the supply of nutrients and oxygen, leading to lower interstitial pH and 
collapse in tumour vasculature (Song 1982). Cells at lower pH and decreased oxygen 
tension, as in centres of tumours, are more sensitive to heat-induced cytotoxicity 
(Wike-Hooley et al. 1984). 
Randomised studies using a combination of hyperthermia with radiotherapy, 
chemotherapy or both, have shown significant improvement in clinical outcome for 
tumors of the head and neck, cervix, rectum, breast, brain, bladder, lung, oesophagus 
and for soft-tissue sarcoma and melanoma (lssels et al. 2006; van der Zee 2002; Van 
der Zee et al. 2007). Despite such promising progress with clinical hyperthermia, 
mechanisms involved in hyperthermia-induced cytotoxicity are still iU-defined 
(Milleron et al. 2007). Mild hyperthermia (38-42°C) induces expression of heat 
shock proteins (Hsps) and the phenomenon of thermotolerance (Ca1derwood et al. 
2006; Field et al. 1982; Kregel 2002; Landry et al. 1989; Przybytkowski et al. 1986). 
However, prolonged exposure to higher temperatures (>42°C) causes cellular damage, 
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including protein denaturation and aggregation (Hildebrandt et al. 2002; Lepock 
2004). Hyperthermia can induce cell death by apoptosis in many different cell types 
(Hildebrandt et al. 2002). 
Apoptosis is a highly regulated mode of cell death, which occurs in response to 
various intracellular or extracellular signais or stresses. The main cellular signalling 
pathways which mediate apoptosis involve death receptors, mitochondria and 
endoplasmic reticulum (Lamkanfi et al. 2007). Each of these pathways results in 
activation of caspase proteases and a common execution phase characterized by 
cytoplasmic condensation, membrane blebbing and DNA fragmentation. 
The death receptor pathway involves receptors, such as Fas and tumour necrosis 
factor (TNFR1), located at the plasma membrane of cells (Strasser et al. 1999). 
Receptor activation leads to translocation of procaspase-8 and a cytoplasmic adaptor 
protein, Fas-associated death domain (FADD), to the cytoplasmic side of the 
membrane, to form a death-inducing signalling complex (DISC). Caspase-8 then 
becomes auto-activated, leading to activation of downstream caspases-7, -6 and -3. 
Caspase-8 can also activate mitochondrial apoptosis through a cross-talk pathway 
involving cleavage of pro-apoptotic protein Bid. The truncated form tBid, then 
translocates to mitochondria where it can induce oligomerization and activation of 
pro-apoptotic protein Bax at the outer mitochondrial membrane surface, triggering 
apoptotic signalling through the mitochondrial pathway (Eskes et al. 2000). 
Translocation of Bax to mitochondria interferes with anti-apoptotic functions of 
proteins like Bcl-2. tBid can also homodimerize with another molecule of tBid and 
induce pore formation. This leads to mitochondrial membrane permeabilization 
(MMP), cytochrome c release and caspase activation (Strasser and Newton 1999). 
The pre-exposure of ceUs to elevated temperatures leads to development of 
resistance to a subsequent lethal heat shock treatment, by a phenomenon known as 
thermotolerance. Thermotolerance is an adaptive cellular response which can be 
developed following short exposures (e.g. 30 min) to lethal temperatures (43 to 45°C), 
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or during continuous heating (e.g. 3 to 24h) at non-Iethal temperatures (39.5 to 
41.5°C) (Calderwood et al. 2006; Field and Anderson 1982; Kregel 2002; Landry et 
al. 1989; Przybytkowski et al. 1986). Thermotolerance can also protect cells against 
damage caused by other forms of stress such as oxidative stress (Martindale et al. 
2002) and environmental stressors. It is transient and generally dec1ines within 
severa1 days. Earlier studies have mainly investigated the induction of 
thermotolerance at higher lethal temperatures, whereas induction by lower 
temperatures (39.5 to 4 1.5°C) has received !ittle attention. 
The ability of thermotolerance induced at mild temperatures to protect cells 
against activation of apoptosis is not weil understood. Mild temperatures such as 
40°C are physiological and occur during fevers. The purpose of this study is to 
determine whether mi Id thermotolerance induced at a fever temperature of 40°C can 
protect ceIls against activation of the death receptor pathway of apoptosis by lethal 
heat shock (42-45°C). The induction of the death receptor pathway by hyperthermia 
is assessed in human cervical adenocarcinoma (HeLa) cells by analysing FADD 
translocation, caspase-8 activation and activation of the cross-talk pathway through 
Bid cleavage. We also consider the invo]vement of reactive oxygen species (ROS) in 
upstream activation of the death receptor pathway of apoptosis and whether pre­
conditioning with mild hypelthermia can attenuate the generation of ROS by lethal 
heat shock. 
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Methods and Materials 
Cell culture. HeLa cells (ATCC) were cultured as monolayers in Eagle's modified 
Dulbecco medium plus L-glutamine (2mM), sodium pyruvate (ImM) and 10% foetal 
bovine serum (Gibco Canada, Burlington, ON) (Bettaieb et al. 2005). Cells were 
maintained in tissue culture flasks (Sarstedt, Saint-Laurent, QC) at 37°C in a 
humidified atmosphere of 5% CO2. Medium was replaced with fresh medium 24h 
before experiments. To induce thermotolerance, confluent cells were transferred to an 
incubator for 3h at 40°C (±O.I°C), following a period of 20min to allow culture 
medium to reach 40°C (Przybytkowski et al. 1986). Cells were harvested using 
0.5mg/ml trypsin/0.2mg/ml EDTA in phosphate-buffered saline and washed by 
centrifugation (lOOOg, 3min). There was no loss of cell viability in cells heated at 
40°C for 3h (trypan blue exclusion). 
Heat treatment. Freshly harvested thermotolerant Oh at 40°C) and non­
thermotolerant ce Ils were heated for 1 and 2h at 42-45°C, relative to controls (37°C), 
in temperature-controlled waterbaths (±0.02°C) (Haake D8, Fisher Scientific, 
Montreal, QC). Under these conditions, 1ml of cell suspension reached a temperature 
within O.I°C of the waterbath temperature within 3min. The time for hyperthermia 
treatment was calculated after the 3min heating period. Where indicated, cells were 
pretreated with a Fas antagonist Kp7-6 (ImM, Ih), or with inhibitors of caspase-lO 
(Z-AEVD-FMK) (20~M, 2h) (BioVision, Mountain view, CA), caspase-8 (Z-lETD­
FMK) (Calbiochem) (20~M, 2h) or caspase-2 (Z-VDVAD-FMK) (25~M, Ih) 
(Calbiochem, La Jolla, CA). 
Immunodetection of total protein expression. Cells were Iysed (Bettaieb and 
Averill-Bates 2005) and proteins (30flg) (Bradford 1976) were separated by SDS­
polyacrylamide gel electrophoresis (Laemmli 1970) and transferred to polyvinyl 
difluoride membranes (Bettaieb and Averill-Bates 2005), which were probed with the 
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pnmary antibodies (1: 1000): Hsp27, HO-lIHO-2, Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp Il 0 
(Stressgen, Victoria, BC, Canada), c-FLIP, po1yADP-ribose po1ymerase (PARP), 
inhibitor of caspase activated DNase (ICAD), caspase-3, caspase-9, caspase-8, ~­
actin or GAPDH (Santa Cruz Biotechnology Inc.). Secondary antibodies (1 :5000) 
were goat horse-radish peroxidase (HRP)-conjugated po1yc1ona1 anti-mouse IgG or 
HRP-conjugated rat MAb-anti-rabbit IgG (Biosource, Camarillo, CA). Membranes 
were incubated in ECL-P1us chemi1uminescence reagent (Amersham Biosciences 
Corp, Piscataway, NJ) and films were scanned with a Laser Scanning Densitometer 
(Alpha Innotech Corp, San Leandro, CA). Total protein expression was analysed 
using IPGEL software and norma1ized to GAPDH as loading control. 
lmmunodetection of proteins in subcellular fractions. Subcellular fractionation 
was performed as described previously (Sama1i et al. 1999). Subcellular distribution 
of proteins (FADD, Bax, Bid/tBid and cytochrome c; 1: 1000) (Santa Cruz 
Biotechno1ogy Inc.) was ana1yzed by immunob1otting 30llg of protein samples 
(Bettaieb and Averi lI-Bates 2005). Purity of microsoma1, cytoplasmic and 
mitochondrial fractions was verified using antibodies to caJnexin, GSTrc1 
(Calbiochem) and cytochrome c oxidase, respective1y (Molecular Probes, Eugene, 
OR). 
lmmunoprecipitation. Following heat treatment, cell Iysates were prepared by 
extraction with cold Iysis buffer (25 mM Tris-Hel, 150 mM NaCI, 1 mM PMSF, 1 
mM EDTA, 50 mM NaF, 1 mM sodium orthovanadate and 1% Triton-X, pH 7.5) 
supplemented with protease inhibitors for 30 min at 4°C. Debris was removed from 
lysates by centrifugation at 15,000g for 10 min. For immunoprecipitation (Harlow 
1999), Iysates were incubated with 50111 of protein A-agarose beads (Amersham 
Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, Qc) pre-coated with rabbit anti-Fas polyc1onal 
antibodies (Santa Cruz Biotechno1ogy) for 2h at 4°C. The beads were washed three 
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times with RIPA buffer and the appropriate proteins were ana1yzed by 12% SDS­
PAGE and Western blotting. 
Annexin V staining. Cells were labelled with fluorescein isothiocyanate (FITC)­
conjugated annexin V (BD Pharmingen, San Diego, CA) and propidium iodide (PI) 
(Averill-Bates et al. 2005). Cells (10,000) were analyzed using a FACScan equipped 
with an argon laser (488 nm) (Becton Dickinson, San Jose, CA). Intensities of 
fluorescence emitted by annexin V-FITC (530 nm) and PI (585 nm) were collected 
on FLl and FL3 channe1s, respectively. Viable cells are negative for annexin V and 
PI staining. The percentage of annexin V-stained cells was quantified using CellQuest 
software (BD Biosciences, San Jose, CA). 
Caspase activity. Cell lysates were prepared (Stennicke et al. 1997) and incubated 
with caspase substrates (Bettaieb and Averill-Bates 2005) (50 ~lM): Ac-Asp-Glu-Val­
Asp-amino-4-methyl-coumarin (Ac-DEVD-AMC) for caspase-3, Z-Ile-Glu-Thr-Asp­
7-amino-4-trifluoromethyl-coumarin (Z-IETD-AFC) for caspase-8, Ac-Leu-Glu-His­
Asp-AFC (Ac-LEHD-AFC) for caspase-9, N-acetyl-Ile-Glu-Thr-Asp-AFC (Ac­
IETD-AFC) for caspase-IO and Z-Val-Asp-Val-Ala-Asp-AFC (Z-VDVAD-AFC) for 
caspase-2 (Calbiochem). Substrate cleavage to generate AFC and AMC was 
measured by spectrofluorimetry (SpectraMax Gemini, Molecular Deviees, Sunnyvale, 
CA) at appropriate excitation and emission wavelengths. Caspase activities are 
represented as Vmax of the kinetic reaction. 
Fas ligand (FasL) expression. Cells were fixed with 1% formaldehyde for 20 min 
and permeabilized with saponin buffer (20mM Hepes/138mM KCl/4mM 
MgCb/0.2mg/ml saponin/l% bovine serum albuminllmM ATP/3mM phalloidin) for 
lmin. Cells were washed twice in saponin-free buffer, and labelled for 1h with 
20~g/ml of R-phycoerythrin-conjugated mouse anti-human CD95 monoclonal 
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antibody (Caltag laboratories, Buriingame, CA). Fluorescence intensity for 10,000 
cells was analyzed by FACScan. 
Morphological analysis of apoptosis. Cells were labelled with Hoechst 33258 
(50)lglml) (blue-green fluorescence) (Sigma), which binds to condensed nuclear 
chromatin of apoptotic cells (Bettaieb and Averill-Bates 2005). Pl (50)lg/ml) was 
subsequently added to visualize necrotic cells (red fluorescence) by fluorescence 
microscopy (model lM, Cari Zeiss Canada Ltd, St. Laurent, QC). For each condition, 
at least 300 cells were counted. Fractions of apoptotic or necrotic cells were 
calculated relative to total cells using Northern Eclipse software (Empix lmaging, 
Mississauga, ON). 
ROS generation. The generation of pro-oxidants was measured as described 
previously (Denning et al. 2002), with modifications. Cells were pretreated or not 
with 300)lM polyethylene glycol catalase (PEG-catalase) for 3h and then exposed to 
heat shock for 2h. Ten )lM of 2'7'-dihydrodichlorofluorescein diacetate (H2DCF-DA) 
was then added. H2DCF-DA produces a green fluorescence when it becomes oxidized 
in the presence of ROS. Levels of ROS in 10,000 cells were determined by flow 
cytometry (Ex: 488 nm) using FL-l (Em: 515 nm) channel. 
Statistics. Data represent means±SEM from at least 3 independent experiments. 
When not shown, error bars lie within symbols. Comparisons among multiple groups 
(comparison of curves for thermotolerant versus non-thermotolerant cells; cells ± 
Kp7-6 or caspase-8 inhibitor) were made by one-way analysis of variance (ANOVA). 
The Bonferroni-Holmes adjustment was used to control for the Family-wise error rate 
at a desired level (a=5%). Software used was JMP Statistical Discovery 4.0 (SAS 
lnstitute lnc., Cary, NC). For significant differences, P<0.05. 
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Results 
Induction of Hsps by mild thermotolerance developed at 40°C. The development 
of thermotolerance at lethal temperatures, such as 43-45°C, is usually linked to 
induction of Hsps. We therefore determined whether induction of thermotolerance by 
heating at a mild temperature of 40°C for 3 h could increase the expression of six 
HSPs in HeLa cells (Figure 1). Indeed, the pratein expression of Hsps 27, 32, 60, 72, 
90 and 110 was significantly increased by 30 to 80% in thermotolerant HeLa cells (3h, 
40°C), compared to contrais (3h, 37°C) (Figure 1). There was no significant change 
in the expression of these HSPs in cells that were incubated at 37°C for 3 h. 
Mild thermotolerance protects cells against hyperthermia-induced 
phosphatidylserine (PS) externalization. Subsequently, the ability of mild 
thelmotolerance induced at 40°C to protect cells against activation of apoptosis by 
lethal heat shock was investigated. Cells were heated (42-45°C, 2h) and then assessed 
for induction of apoptosis by annexin V-FITC binding to externalized PS on cell 
membranes. Hyperthermia caused an increase in annexin V-Iabelled cells, compared 
to contrais at 37°C (Figure 2A-2D). When thermotolerant cells were exposed to lethal 
temperatures (42-45°C), PS extemalization was significantly decreased (P<0.05), 
compared to non-thermotolerant cells (Figure 2E-2H). These results show that mild 
thermotolerance protects cells against hyperthermia-induced apoptosis. 
Protective effect of mild thermotolerance against heat-induced apoptotic 
signalling through the death receptor pathway. We subsequently investigated the 
mechanisms involved in the protective effect of mild thermotolerance against heat­
induced apoptosis, by looking at activation of the death receptor pathway. First of ail, 
the translocation of adaptor protein FADD (Figure 3) and activation of caspase-8 
(Figure 4) were investigated. Hyperthermia (42-45°C) caused FADD translocation 
fram the cytosol (Figs. 3A-3B) to the cell membrane (Figs. 3C-3D) after Ih (data not 
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shown) and 2h, compared to control cells at 37°C. lmmunoprecipitation experiments 
revealed that hyperthermia (42-45°C) induced formation of a complex between Fas 
receptor, FADD and procaspase-S (Figure 3E). ln thermotolerant cells, FADD 
translocation (P<O.05) was significantly reduced at 42 to 45°C, compared to non­
thermotolerant cells (Figs. 3A-3D). It is possible that mild thermotolerance could 
provide protection against hyperthermia-stimulated apoptosis by inducing the 
expression of other cellular defense proteins, in addition to Hsps. However, 
expression of the anti-apoptotic protein c-FLlP did not change in thermotolerant cells 
and was not affected by heat (Figure 3F). 
Hyperthermia (42-45°C) caused procaspase-S cleavage (p55) and an increase in 
the p20 cleavage fragment (Figs. 4A-4C). Activation of caspase-S by hyperthermia 
(42-43°C) was confirmed by an enzymatic assay and was significantly attenuated by a 
caspase-8 inhibitor (P<O.OOI) (Figure 4D). Mild thermotolerance afforded a 
significant protective effect against heat-induced caspase-8 activation and 
procaspase-S cleavage at 42 to 45°C (P<O.05), compared to non-thermotolerant cells 
(Figs. 4A-4D). We investigated whether mild thermotolerance could inhibit the 
activation of other initiator caspases by hyperthermia. lndeed, caspases-2 and -10 
were activated at 43°C, with low activation at 42°C and 45°C (Figs. 4E-4F). Their 
activation was attenuated by their respective inhibitors. Mild thermotolerance 
completely blocked activation of caspase-l 0 and caused pronounced inhibition of 
caspase-2 activation. Together these findings show that mild thermotolerance protects 
HeLa cells against early events in hyperthermia-induced apoptosis mediated by the 
death receptor. 
Role of Fas death receptor in heat shock-induced apoptosis: protective effect of 
mild thermotolerance. Apoptosis can be mediated by several different death 
receptors. The next step was to determine whether death receptor activation by 
hyperthermia was dependent on Fas signalling. lndeed, HeLa cel1s express Fas 
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receptor and expression was not affected by elevated temperatures (42-4S°C) (Figure 
SA). However, hyperthermia (42-4S°C) caused an increase in expression of the death 
ligand FasL (Figure SB). In mild thermotolerant ceUs, there was a complete inhibition 
of FasL induction (P<O.OS) (Figure SB), while expression of Fas was unaffected 
(Figure SA). 
To further confirm the role of Fas, we determined whether inhibition of Fas 
activation could block hyperthermia-induced apoptosis. Kp7-6 is an effective 
Fas/FasL antagonist. It is an irreversible inhibitor of Fas activation, which acts by 
preventing Fas ligand from forming a stable complex with the Fas receptor 
(Hasegawa et al. 2004). Pre-treatment with Kp7-6 significantly reduced heat-induced 
FADD membrane translocation (Figure 3A-3D), procaspase-8 c1eavage (Figure 4A­
4C) and caspase-8 activation (P<O.OS) (Figure 4D). Together, these findings suggest 
that hyperthermia activates death receptor signaUing of apoptosis through Fas. Mild 
thermotolerance inhibited the heat induction of FasL, which is an initiating event in 
death receptor activation and signalling. 
Mild thermotolerance inhibits hyperthermia-induced activation of the cross-talk 
pathway. Hyperthermia (42-4S°C) caused c1eavage of cytosolic Bid (Figure 6A-6B), 
while levels of tBid increased in mitochondrial fractions (Figure 6A,6C). Mild 
thermotolerance induced at 40°C afforded significant protection against heat-induced 
Bid cleavage and tBid translocation (P<O.OS). The partial inhibition of hyperthermia­
induced Bid cleavage and tBid translocation by Kp7-6 (P<O.OS) and a caspase-8 
inhibitor (Bid, P<O.OS; tBid, P<O.001) (Figs. 6A-6C) suggested that these events were 
mediated in part, by Fas signalling and caspase-8 activation. These findings suggest 
that alternative mechanisms, which could be mediated by other receptors and/or 
caspases, cou Id also be involved in Bid cleavage during hyperthermia-induced 
apoptosis in HeLa ceUs. 
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Mild thermotolerance affords protection against hyperthermia induced Bax 
translocation and apoptotic signalling through the mitochondrial pathway. We 
therefore determined whether mild thermotolerance could inhibit hyperthermia­
induced apoptotic signalling through the mitochondrial pathway. Hyperthermia (42­
45°C) caused Bax translocation from the cytosol (data not shown) to mitochondria 
(Figure 7A-7B), and cytochrome c release from mitochondria (data not shown) into 
the cytosol (Figs. 8A-8B). Hyperthermia (42-45°C) also caused a decrease in 
procaspase-9 expression (Figs. 9A-9B) and increased enzymatic activity of caspase-9 
(Figure 9C). lndeed, ail of these mitochondrial events were significantly decreased in 
thermotolerant cells that were heated at lethal temperatures of 42 to 45°C (Figs. 7, 8 
& 9). 
Furthermore, Kp7-6 and caspase-8 inhibition partially decreased Bax 
translocation (Figure 7), cytochrome c release (Figure 8) and caspase-9 activation 
(Figure 9). Together, these findings suggest that apoptotic signalling through the 
mitochondrial pathway was at least in part, mediated through Fas and caspase-8. The 
lack of total inhibition of mitochondrial signalling events by Kp7-6 and caspase-8 
inhibition suggests that hyperthermia can also activate the mitochondrial pathway 
directly or by other mechanisms, which are independent of the death receptor 
pathway. 
Mild thermotolerance protects against activation of the execution phase of 
apoptosis by hyperthermia. The next step was to determine whether mild 
thermorolerance could inhibit activation of the execution phase of apoptosis, which 
involves caspase-3 activation, cleavage of caspase substrates and nuclear changes that 
are common to the death receptor and mitochondrial signalling pathways. 
Hyperthermia caused procaspase-3 cleavage (Figs. 9D-9E) and increased caspase-3 
activity (42-43°C) (Figure 9F). The decrease in caspase-3 activity at 45°C is probably 
explained by inhibition of enzymatic activity and/or the increasing level of cel! death 
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by necrosis at this higher temperature (Figure Il F). Furthermore, hyperthermia (42­
45°C) induced cleavage of caspase substrates PARP (Figs. 1OA-1 OC) and ICAD (Figs. 
1OD-1 OE). Mild thermotolerance led to significant and pronounced inhibition of 
caspase-3 activation (P<O.OOl), and cleavage of PARP and ICAD (P<0.05) ln 
response to lethal heat shock. These downstream events were also inhibited by Kp7-6 
and by caspase-8 inhibition. 
Hyperthermia (42-45°C) caused nuclear chromatin condensation and cell death by 
necrosis (Figs. Il Al-Il A4, IlE, Il F). Mild thermotolerance significantly decreased 
the percentage of apoptotic ceUs (P<O.OOl) (Figs. 11BI-11B4,11E). Levels of 
necrosis were similar in thermotolerant and non-thermotolerant cells (Figure IIF), 
suggesting that thermotolerance only protects against apoptotic cell death and not 
necrosis. In addition, heat-induced chromatin condensation was decreased by Kp7-6 
(P<O.OI) (Figs. 11CI-IIC4,IIE). In HeLa cells, hyperthermia (42-43°C, 1-2h) 
activated caspase-8, caspase-2 and caspase-1 0 (Figure 4). However, pharmacological 
inhibition of caspase-8 significantly (P<O.OO 1) reduced nuclear chromatin 
condensation (Figs. 11D1-1ID4,11E), whereas inhibition ofcaspases-2 and -JO had 
no effect (Figure Il E), suggesting that hyperthermia-induced apoptosis is mediated 
by caspase-8 in HeLa cells. However, there was a partial decrease in hyperthermia­
induced necrosis by caspase-8 inhibition (Figure Il F). 
Reat shocl{ induces ROS generation, which mediates death receptor activation: 
attenuation by mild thermotolerance. The subsequent step was to evaluate whether 
ROS could mediate hyperthermia induced activation of Fas receptor signalling. In 
fact, ROS have been shown to induce death ligands such as Fas and TNF-a. (Petak et 
al. 2001). Furthermore, findings from several studies suggest that hyperthermia can 
increase oxidative stress (Flanagan et al. 1998; Li et al. 1997; Lord-Fontaine et al. 
2002; Lord-Fontaine et al. 1999). Indeed, there was a marked increase in DCF­
detectable pro-oxidant production at 42 to 45°C, which was significantly inhibited by 
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the antioxidant PEG-catalase (P<Ü.Ü5) (Figure 12A). PEG-catalase is cell-permeable 
and able to detoxify peroxides both inside and outside the cell (Lord-Fontaine and 
Averill 1999). Interestingly, hyperthermia-induced ROS generation was inhibited by 
mild thermotolerance (P<Ü.Ü5) (Figure 12A). 
To address the role of ROS in heat shock-induced death receptor signalling, the 
ability of the antioxidant PEG-catalase to inhibit activation of Fas was determined. 
Indeed, PEG-catalase significantly diminished induction of FasL expression at 42 to 
43°C (P<ü.ü5), but not at 45°C (Fig 12B). PEG-catalase also significantly reduced 
hyperthermia-induced caspase-8 activation at 42 to 45°C (P<ü.ü5) (Fig 12C). 
Furthermore, PEG-catalase partially reduced heat-induced chromatin condensation 
(data not shown). These findings show that hyperthermia increases ROS generation, 
which mediates activation of apoptosis via the death receptor pathway. Mild 
thermotolerance developed at 4üoC inhibited initiating events as weil as downstream 
events in hyperthermia-induced apoptosis. 
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Discussion 
Role of ROS in hyperthermia-induced apoptosis. This study demonstrates that 
exposure to hyperthermia (42-43°C) for 1 to 2h induces apoptosis through the death 
receptor pathway in human tumor cells. At 45°C, there was a switch from apoptotic to 
necrotic cell death. Our findings suggest that upstream activation of the death 
receptor pathway of apoptosis, in response to hyperthermia, is mediated by ROS 
generation. This was confirmed by a heat-induced increase in ROS generation, as 
weil as inhibition of FasL induction and caspase-8 activation by the antioxidant PEG­
catalase. The origin ofhyperthermia-induced ROS, however, remains to be identified. 
A likely source is mitochondria, where the major intracellular source of ROS is the 
respira tory chain (Ott et al. 2007). Since reaction rates are increased at elevated 
temperatures, hyperthermia is likely to increase the formation of superoxide by the 
mitochondrial electron transport chain. Superoxide is subsequently converted to 
hydrogen peroxide, which is able to diffuse out of mitochondria. Other potential 
intracellular sources of heat-derived ROS include NADPH oxidase and xanthine 
oxidase, whose activities were increased by 44°C hyperthermia in HaCaT 
keratinocytes (Shin et al. 2008). 
The relationship between death receptor signalling and ROS metabolism is not 
clearly defined and responses are often cell type dependent. ROS have been shown to 
upregulate FasL and/or Fas in several cell types (Denning et al. 2002; Devadas et al. 
2003; Kwon et al. 2001; Petak and Houghton 2001). Another likely mechanism is 
that increased ROS production can promote activation of the c-Jun N-terminal kinase 
(JNK) pathway (Nakano et al. 2006; Tobiume et al. 2001). This appears to involve 
inhibition of mitogen activated protein kinase (MAPK) phosphatases (MKPs), which 
are enzymes involved in the inactivation of JNK and other MAPKs (Kamata et al. 
2005). The catalytic cysteine of MKPs is very sensitive to ROS-induced oxidation, 
resulting in inhibition ofMKP activity, which leads to sustained activation of JNK. It 
was reported that exogenous addition of FasL led to increased ROS generation in 
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lung epithelial cells (Wang et al. 2008). ROS regulated apoptosis through down­
regulation of FUP, a suppressor of Fas death receptor signalling, in these cells. ln 
HeLa cells, hyperthermia increased ROS generation, which induced FasL expression, 
but there was no change in FUP expression. 
Protective effects of thermotolerance developed at non-Iethal, fever 
temperatures against hyperthermia-induced apoptosis. The induction of 
thennotolerance at mild, fever-range temperatures such as 39-40°C has received little 
attention. Fever-range whole-body hyperthermia (39.5-40°C, 6h) treatment of 
BALB/c mice in vivo led to increased expression of Hsp70 and Hsp110 in several 
tissues (Ostberg et al. 2002). Our findings show that mild thermotolerance induced at 
40°C inhibited death receptor-mediated apoptosis caused by lethal heat shock (42­
43°C) in HeLa cells. Mild thermotolerance increased synthesis of Hsps 27, 32, 60, 70, 
90 and 110, which could be involved in protection against apoptosis. Overexpression 
of different HSPs has been shown to induce a survival response. Mild 
thermotolerance also inhibited hyperthermia-induced ROS generation. This could be 
attributed to the ROS-inhibitory effect of Hsps such as Hsp27 and Hsp70 in 
thermotolerant cells, both of which are known to inhibit oxidative stress (Beere 2005; 
Huot et al. 1996). ln addition, overexpression of Hsp27 can inhibit oxidative stress­
induced cellular damage by increasing levels of cellular glutathione (McCollum et al. 
2006; Mehlen et al. 1996). Together, these findings support a l'ole for Hsps as 
impoltant regulators of death receptor signalling induced by hyperthermia in human 
carcinoma cells. 
Thermotolerance developed at mild temperatures could also protect cells against 
other apoptotic-inducing stimuli. lndeed, thermotolerance developed by non-lethal 
heat shock (30 min, 42°C) protected human lymphocytes against apoptosis induced at 
44°C and by low dose radiation (0.05 Gy) (Boreham et al. 1997). An interesting point 
was that both heat and radiation induced variable levels of apoptosis in lymphocytes 
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from different human donors. The broader physiological importance of this study 
concerns the need to improve knowledge about adaptive responses induced in cells by 
exposure to mild stresses, such as fever temperatures, oxidative stress, low dose 
radiation and toxic drugs, etc, which can in turn, provide protection against 
subsequent exposure to lethal stress induced by a variety of stimuli. 
Protective effects of Hsps against stress-induced apoptosis. Hsp27, Hsp32, Hsp70, 
Hsp90 and Hsp110 have been implicated in protection against apoptosis induced by 
different stresses, including chemotherapeutic agents, UV radiation, reactive oxygen 
species, death receptor ligation and heat shock (Beere 2005; Buzzard et al. 1998; 
Huot et al. 1996; Mosser et al. 1997). For the extrinsic pathway, Hsps can regulate 
Fas-, TNFR, and TRAIL-dependent pathways of apoptosis, although underlying 
mechanisms are ill-defined. Hsp27 and Hsp70 can modulate Bid-dependent apoptosis 
(Gabai et al. 2002; Paul et al. 2002). Hsp70 inhibited TNF-induced release of 
cytochrome c by suppressing caspase-8-mediated Bid cleavage in human lung 
fibroblasts (Gabai et al. 2002). Hsp27 can prevent Bid translocation to mitochondria 
(Beere 2005), and Fas-induced caspase-independent apoptosis through a direct 
interaction with Daxx (Charette et al. 2000). For the intrinsic pathway, Hsp70 and 
Hsp90 can interfere with apoptosome formation, thereby preventing caspase-9 
activation (Beere 2005; Pandey et al. 2000; Pandey et al. 2000). Hsp72 can block 
cytochrome c release from mitochondria and MMP (Steel et al. 2004). Suppression of 
apoptosis by Hsp70 may be a direct consequence of its ability to negatively regulate 
c-jun N-terminal kinase (JNK) signalling events (Buzzard et al. 1998; Mosser et al. 
1997). Hsp60, however, has an unusual role since it can exert both pro-apoptotic and 
anti-apoptotic functions (Deocaris et al. 2006). Therefore, Hsps have a complex role 
in regulation of apoptosis and further investigations are needed to improve 
understanding of their precise cellular protective rnechanisms against thermal and 
other stresses. 
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Induction of apoptosis by hyperthermia. The induction of apoptosis by 
hyperthermia (42-44°C) has been reported in several different cell types and can 
occur through both the intrinsic and extrinsic pathways. However, molecular 
signalling mechanisms involved in hyperthermia-induced apoptosis remain unclear 
and can vary between different cell types. Heat can alter mitochondrial membrane 
permeability and cause cytochrome c release in human tumor cells (Bettaieb and 
Averill-Bates 2005) and in mitochondria isolated from rat cardiomyocytes (Qian et al. 
2004). Hyperthermia (43°C) increased levels of the death ligands TRAIL and Fas-L, 
as weil as caspase-8, in H-ras-transfected human bronchial epithelial (BZR-T33) cells 
(Vertrees et al. 2005). ln mouse embryonic fibroblasts (MEF) and Jurkat T cells, 
caspase-2 mediated apoptosis induced by heat shock (43-44°C, 1h) upstream of 
mitochondria through Bid cleavage (Bonzon et al. 2006; Tu et al. 2006). However, 
apoptosis in heated (45°C, 2h) human Jurkat T cells did not involve caspase-2 or 
caspase-S (Milleron et al. 2006).~ 
ln HeLa cells, hyperthermia (42-43°C) appears to induce apoptosis by signalling 
events involving both death receptor and mitochondrial pathways (Scheme 1). Our 
findings suggest that heat shock-induced apoptosis was mediated through the Fas 
receptor, since hyperthermia-induced FADD translocation and caspase-8 activation 
were inhibited by the Fas/FasL antagonist, Kp7-6 (Scheme 1). Kp7-6 is a small 
exocyclic cystine-knot peptide mimetic that binds to both Fas and FasL and modifies 
their apoptotic signalling by disabling receptor ensembles (Hasegawa et al. 2004). 
The cystine-knot loop structure in Kp7-6 was originally derived from a region of Fas 
receptor that is important for binding of Fas to FasL. Kp7-6 does not bind to TNF-a 
or to the closely related TNFRs (Hasegawa et al. 2004). The inhibitory effects of 
Kp7 -6 demonstrated that Bid cleavage, translocation of tBid and Bax to mitochondria, 
and activation of the mitochondrial pathway can occur downstream of Fas. However, 
Kp7-6 and the caspase-8 inhibitor caused only partial inhibition of the mitochondrial 
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pathway, indicating that this apoptotic pathway can also be activated directly by 
hyperthermia, probably as a stress response, as weil as through death receptor 
signalling. 
Clinical relevance of fever range temperatures. Mild fever-range temperatures, 
that can activate the heat shock response, are also beneficial to a wide variety of 
organisms during infection (Hasday et al. 2000). Cancer patients undergoing high­
dose chemotherapy often experience fevers, particularly during periods of neutrophil 
depletion. 1t is not known whether these febrile temperatures could enhance cytotoxic 
effects of chemotherapy and radiotherapy in cancer patients, or on the contrary, could 
induce thermotolerance and Hsps, which may attenllate tumour responses to these 
treatments. 1nterestingly, a large fraction of spontaneous regressions and remissions 
has been observed in cancer patients following feverish infection (Hobohm 2005). 
There is thus renewed interest that clinically-controllcd induction of fever could have 
therapeutic value. Therefore, improved understanding of signalling cascades involved 
in cell death pathways induced by the heat shock response has considerable relevance 
for developing new therapeutic options for killing tumour cells (e.g. fever therapy), 
preventing cell death in neurodegenerative diseases and treating infections. 
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Figure Legends 
Figure 1: Induction of Hsps by mild heat shock at 40°C. HeLa cells were heated at 
37 or 40°C for 3h. Western blots of Hsps are representative of at least 3 independent 
experiments. 
Figure 2: Thermotolerance at 40°C protects cells against hyperthermia-induced 
externalization of phosphatidylserine. Thermotolerant (3h, 40°C) (E-H) and 
normal, non-thermotolerant (3h, 37°C) (A-D) cells were heated for 2h at 42-45°C, 
and then labelled with annexin V-FITC (FLl channel) and PI (FL3 channel). Data for 
annexin V-positive cells represent means±SEM of at least three independent 
experiments. For significant differences between hyperthermia-treated (42-45°C) 
cells and the non-thermotolerant control (37°C), P<O.05 (*), P<O.OOl (**). 
Figure 3: Mild thermotolerance protects cells against hyperthermia-induced 
FADD translocation. Following heat shock (42-45°C) for Ih (data not shown) or 2h, 
with or without Fas antagonist (Kp7-6), FADO protein was immunodetected and 
analysed by densitometry in cytosolic (A,B) and microsomal (C,D) fractions. Blots 
are representative of four independent experiments. FADO expression in 
thermotolerant (a) and non-thermotolerant cells, with (lZI) or without Kp7-6 (0), is 
relative to non-thermotolerant contrais at 37°C (100%). (E) Cells were subjected to 
immunoprecipitation using anti-Fas antibody and FADO and procaspase-8 were 
detected by Western blotting. As a positive control (PC), 20 flg of whole-cell extract 
from normal HeLa cells was used. CF) Expression of c-FLIP was immunodetected in 
cell Iysates. (G) Purity of microsomal, cytosolic and mitochondrial fractions was 
confirmed using calnexin, GSTrrl and cytochrame c oxidase antibodies, respectively. 
For significant differences between heated (42-45°C) cells and the non­
thermotolerant control (3rC), P<0.05 (*), P<O.OOl (**). For analysis of curves 
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between non-thermotolerant and thennotolerant cells in cytoplasmic and microsomal 
fractions, P<O.OOl and P<O.OS, respectively. 
Figure 4: Thermotolerance at 40°C inhibits heat shock-induced caspase-8 
activation. Thermotolerant (1:1) (3h, 40°C) and non-thermotolerant ce lis, with Fas 
antagonist (E2) or caspase-8 inhibitor (.) or no inhibitor (0), were heated (42-4S°C) 
for 2h. Immunoblots for caspase-8 in ce\l Iysates are representative of four 
independent experiments (A). Levels of procaspase-8 (pSS) (B) and p20 cleavage 
fragment (C) were analyzed by densitometry and expressed relative to non­
thermotolerant control ce\ls at 37°C (100%). Activities of caspase-8 (0), caspase-10 
(E) and caspase-2 (F) in thennotolerant (e) and non-thermotolerant ce\ls, with Kp7-6 
(0), or an appropriate caspase inhibitor (0), were expressed relative to non­
thermotolerant cells at 3rC (_), designated as 1.0. The inset for Figure 3D shows 
caspase-8 activation after 1h. Data represent means±SEM from five independent 
experiments. (D-F) For significant differences for caspase activities between heat­
treated cells and untreated controis (37°C), P<O.OS (*) and P<O.OO 1 (* *). 
Figure 5: Hyperthermia increases Fas ligand expression; abrogation by mild 
thermotolerance. Thermotolerant (1:1) and non-thermotolerant (0) cells were heated 
(42-4S°C) for 2h. Fas expression was measured by immunodetection (A). Means and 
SEM for levels of expression of Fas ligand protein (B) were determined by flow 
cytometry (N=4). For significant differences between heat-treated cells and untreated 
controls (37°C), P<O.OS (*). 
Figure 6: Heat shock causes Bid cleavage: protection by thermotolerance at 
40°C. Thermotolerant and non-thermotolerant cells were heated (42-4S°C) for 2h. (A) 
Representative immunoblots are shown for Bid (21 kDa) in the cytosol and tBid 
(l4kDa) in mitochondria. Means and SEM from densitometric analysis of five 
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independent experiments, with two estimations per point, are shown for Bid and tBid 
in thermotolerant (D) and non-thermotolerant cells, either with Fas antagonist ( ill) or 
caspase-8 inhibitor (B), and are expressed relative to non-thermotolerant control 
cells at 37°C (0) (B,C). Significant differences between heated ceIls and untreated 
controls (37°C) are represented by P<O.OS (*) and P<O.OOI (**). 
Figure 7: Thermotolerance at 40°C inhibits hyperthermia-induced Bax 
translocation to mitochondria. Thermotolerant and non-thermotolerant cells were 
heated (42-4S°C) for Ih. (A, B) Representative immunoblots and densitometric 
analysis are shown for Bax (2IkDa) levels in mitochondrial fractions. Bax expression 
in thermotolerant (a) and non-thermotolerant cells, with Kp7 -6 (E3l) or caspase-8 
inhibitor (11), is relative to non-thermotolerant control cells (37°C) (0). Means and 
SEM are from 5 independent experiments. For significant differences between heated 
cells and untreated controls (37°C), P<O.OS (*) and P<O.OOl (**). For analysis of 
curves for non-thermotolerant versus thermotolerant cells, P<O.OO 1 and P<O.OS, 
respectively. 
Figure 8: Mild thermotolerance inhibits heat shock-induced cytochrome c 
release. Thermotolerant and non-thermotolerant cells were heated (42-4S°C) for 1h. 
Representative immunoblots (A) and densitometric analysis (B) are shown for 
cytochrome c levels (13kDa) in cytosolic fractions in thermotolerant (a) and non­
thermotolerant cells, with Fas antagonist (1:1) or caspase-8 inhibitor (.). Data from 5 
independent experiments are expressed relative to non-thermotolerant control cells at 
37°C (0). For significant differences between heated cells and untreated controls 
(37°C), P<O.OS (*). For analysis of curves for non-thermotolerant versus 
thermotolerant cells in cytosolic and mitochondrial fractions, P<O.OS. For analysis of 
curves for non-thermotolerant cells ±Kp7-6 or ±caspase-8 inhibitor, for cytochrome c 
in mitochondrial fractions, P<O.OS. 
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Figure 9: Hyperthermia activa tes caspases-9 and -3: inhibitory effect of mild 
thermotolerance. Thermotolerant and non-thermotolerant cells were heated (42­
45°C) for 2h. Representative immunoblots and densitometric analysis for cleavage of 
procaspase-9 (A,B) and procaspase-3 (O,E) in whole cell lysates are from at least 
four independent experiments. Expression of procaspases is relative to control cells at 
37°C (100%). Activities of caspases-9 (C) and -3 (F) in thermotolerant (e) and non­
thermotolerant (3h, 37°C) cells, with Kp7-6 (D) or caspase-8 inhibitor (0), were 
expressed relative to non-thermotolerant cells at 37°C (_), designated as 1.0. For 
significant differences between heated cells and untreated controls (37°C), P<O.OS (*) 
and P<O.OO 1 (**). 
Figure 10: Thermotolerance decreases hyperthermia-induced cleavage of PARP 
and ICAD. Thermotolerant and non-thermotolerant cells were heated (42-4S°C) for 
2h. Representative immunoblots and densitometric analysis are shown for levels of 
(A-C) PARP (1 16kOa) and its 86kOa cleavage fragment, and (O,E) lCAO (4SkOa). 
Prote in expression in thermotolerant (a) and non-thermotolerant cells, with Fas 
antagonist (B) or caspase-8 inhibitor (t2]), is relative to non-thermotolerant control 
cells at 37°C (0). For significant differences between heated cells and untreated 
controls (37°C), P<O.OS(*) and P<O.OOI(**). (B, 0). 
Figure 11: Thermotolerance at 40°C protects cells against heat shock-induced 
chroma tin condensation. Thermotolerant (BI-B4) and non-thermotolerant (AI-A4) 
cells were heated (37-4S°C) for 2h. Non-thermotolerant cells were pre-treated with 
(C1-C4) Fas antagonist, (01-04) or caspase-8 inhibitor before heat treatment. 
Magnification: 320X. Fractions of apoptotic (F) and necrotic (G) cells are relative to 
total cells, for non-thermotolerant cells (0), with Fas antagonist (Ea), or inhibitors of 
caspase-8 e-), caspase-I 0 0 or caspase-2 ([8), and for thermotolerant cells (C). (F) 
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For significant differences between heated cells and untreated controls (37°C), for 
apoptosis or necrosis, P<0.05(*) and P<O.OOl(**). 
Figure 12: Mild thermotolerance inhibits promotion of ROS generation by heat 
shock. (A) Non-thermotolerant cells, with (~) or without PEG-catalase (0), and 
thermotolerant (D) cells were heated (42-45°C) for 2h. Cells (10,000) were labelled 
with H2DCF-DA and analysed by flow cytometry (FLl). (B) Protein expression of 
Fas ligand (B) was determined in non-thermotolerant cells, with (~ or without PEG­
catalase (0). Activity of caspases-8 (C) in f)on-thermotolerant cells, with (r:::J) or 
without PEG-catalase (0), was expressed relative to control cells, designated as 1.0. 
Data are means and SEM from at least 3 separate experiments. For significant 
differences between heated cells and untreated controls (37°C), P<0.05(*) and 
P<O.OOl(**). 
Scheme 1: Summary of protective effect of mild thermotolerance against 
activation of death receptor-mediated apoptosis by hyperthermia in HeLa cells. 
Mild thermotolerance induced at 40°C abrogated induction of apoptosis by 
hyperthermia at the level of upstream and downstream events in the death receptor 
and mitochondrial signalling cascades. Heat shock caused an increase in (1) 
generation of reactive oxygen species (ROS) and (2) FasL expression. Membrane 
recruitment of (3) FADD and procaspase-8 led to formation of a complex with Fas 
receptor and (4) caspase-8 activation. Apoptosis was mediated through Fas receptor, 
since these events were inhibited by Fas/FasL antagonist Kp7-6. The antioxidant 
PEG-catalase abrogated increased expression of FasL and caspase-8 activation in 
response to heat shock. The mitochondrial pathway was activated by hyperthermia 
through the cross-talk pathway, mediated by (5) Bid cleavage. Heat-induced (6) 
translocation of tBid and Bax to mitochondria was mediated by death receptor 
signalling. Beat shock induced (7) cytochrome c release, activated (8) initiator 
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caspase-9 and (9) effector caspase-3, and caused (10) cleavage of PARP and rCAD, 
and chromatin condensation. 
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Introduction: Bien que l'emploi thérapeutique de l'hyperthermie date de la fin des 
années 70, les mécanismes de toxicité du choc thermique envers les cellules cancéreuses et 
les cellules en général demeurent largement méconnus. Nonobstant, les études cliniques et 
fondamentales conduites à la nécessité de comprendre les réponses cellulaires aux agressions 
toxiques du choc thermique témoignent toutes de leur complexité et l'éventail des facteurs 
impliqués dans ces réponses. Nos études précédentes ont montré qu'un choc thermique létal 
induit la voie du récepteur de mort et la voie mitochondriale de l'apoptose, alors qu'un choc 
thermique doux protège les cellules contre la toxicité d'un choc thermique subséquent létal. Il 
est par ailleurs, bien établi que les protéines MAP kinases régulent de façon directe et/ou 
indirecte le déroulement de la cascade apoptotique. 
Objectifs : Dans la perspective de mieux comprendre le rôle des protéines MAP 
kinases, en particulier p38 et JNK dans la régulation de la réponse cellulaire au choc 
thermique nous avons tenté de mettre en évidence les mécanismes qui contrôlent leur 
activation par le choc thermique et leur rôle dans la régulation de l'apoptose. Nous avons 
également étudié les conséquences de l'induction de la thermotolérance à un choc thermique 
doux (40°C) sur les voies de signalisation des MAP kinases p38 et JNK. 
Méthodologie: Des cellules cancéreuses issues d'un carcinome du col utérin (HeLa) 
ont été pré-incubées à un choc thermique doux (40°C) pour induire un état de 
thermotolérance transitoire avant d'être exposées à un choc thermique subséquent létal (42­
45°C). L'expression totale des MAP kinase et de leurs substrats phosphorylés ou non ainsi 
que leur distribution intracellulaire ont été étudiée par Western Blot. L'arrêt du cycle 
cellulaie a été observé avec un cytomètre de flux. La fluorométrie quant à elle, nous a servi 
pour étudier l'activité de la caspase 3. Finalement, nous nous sommes servis du test de 
Hoechst pou évaluer le taux de condensation de la chromatine. 
Résultats: L'exposition des cellules HeLa à un choc thermique létal (42 à 45°C) a 
induit la génération des ROS, la translocation de Daxx au niveau de la membrane 
cytoplasmique, le recmtement de ASK-I et l'activation des MAP kinases p38 et JNK sous 
l'effet du choc thermique. De plus, Bax et Bcl-2 sont phosphorylés par JNK et p38, 
respectivement. La protéine p53 quant à elle, est phosphorylée par p38 avant qu'elle soit 
transloquée au niveau du noyau et de la mitochondrie. Ces effets étaient moindres chez les 
cellules rendues thermotolérantes à 40°C et les cellules pré-incubées avec la PEG-catalase. 
Cependant, ni l'activité de la caspase 3 ni la condensation de la chromatine n'ont été réduit 
suite à l'utilisation de la PEG-catalase. 
Conclusion: prise dans leur ensemble, ces résultats suggèrent que la génération des 
espèces réactives de l'oxygène oar le choc thermique est responsable de l'activation de p38 et 
de JNK sans qu'elle soit le seul et unique mécanisme de toxicité du choc thermique. D'autres 
études seront par conséquent nécessaires. De plus, l'induction de la thermotolérance, par 
contre, a protégé les cellules contre l'activation des MAP kinases et la toxicité du choc 
thermique. 
Mots-clés: Hyperthermie, Thermotolérance, MAP kinases, JNK, p38, p53, Cycle Cellulaire, 
ROS, Apoptose, Caspase 3. 
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Abstract: 
Hyperthermia is being used in cancer clinics with increasing success in 
combinution with treatmcnts such as chemotherapy and radiotherapy. However, 
mechanisms which mediate hyperthermia-induced cell death remain ill-defined. This 
study investigates the l'ole of upstream regulators such as c-jun N-terrninal kinase 
(JNK) and p38 mitogen-activated protein kinases, p53 and reactive oxygen species 
(ROS) in hyperthermia-induced apoptotic cell death in HeLa cells. Hyperthermia (42­
45°C) induced recruitment of Daxx to Fas receptor and activation of apoptosis 
signaling kinase-l (ASK 1). Hyperthermia activated JNK and p38, which was 
mediated through Fas receptor. Generation of ROS increased during heat shock and 
occurred upstream of Fas receptor, ASKI, JNK and p38 activation. Heat-induced 
JNK activation led to mitochondrial Bax translocation, loss of mitochondrial 
membrane potential, cytochrome c release and activation of the mitochondrial 
pathway. Hypertherrnia caused p38-mediated phosphorylation of HSP27 and p53 
proteins, which were translocatcd to mitochondria and the nucleus. p53 protein 
caused an imbalance in mitochondrial proteins by binding to anti-apoptotic proteins 
Bcl-2 and Bel-xL. At the transcriptional level, p53 increased expression of pro­
apoptotic proteins Fas ligand, Puma, Noxa and Bax and down-regulated Bcl-2 and 
Bcl-xL. When thermotolerance was induced by mild heat (40°C), there was an overall 
decrease in hyperthermia-induced generation of ROS, activation of Fas, ASKI, JNK, 
p38, p53 and apoptosis. Our findings show that hypertherrnia increases ROS 
generation, which leads to apoptosis thut is mediated by activation of Fas death 
receptor and subsequent activation of ASK l, JNK, p38 and p53. These findings 
advance understanding of signaling mechanisms involved in hyperthermia-induced 
apoptosis in human tumor ceUs. 
Keywords: Heat Shock, Thermotolerance, Apoptosis, Fas Receptor, Mitochondria, 
ROS, JNK, p38, p53. 
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Introduction: 
There has been renewed interest in using high temperatures to treat cancer during 
the past two decades. The goal of hyperthermia is to improve cancer treatment by 
targeting toxicity to tumors, while decreasing the side effects of conventional 
therapies. Additionally, tumours have been shown to be more vulnerable to heat 
injury than normal tissues (Babbs and DeWitt 1981). Hyperthermia is mainly used in 
the cancer clinic in combination with cytotoxic treatments such as chemotherapy and 
radiotherapy (Hildebrandt, Wust et al. 2002; van der Zee 2002). Heat can potentiate 
antitumor toxicity of these treatments, leading to improved therapeutic index. There 
is extensive pre-clinical data showing that in combination with radiation, 
hyperthermia is one of the most effective radiation sensitisers known (Horsman and 
Overgaard 2007). 
The heat shock (HS) response in mammalian cells depends on the temperature 
and duration of the heat treatment. Mild (38-41°C) HS can induce the phenomenon 
of thermotolerance and the expression of heat shock proteins (HSPs). Meanwhile, 
prolonged exposure to higher temperatures (>42°C) can cause a variety of detrimental 
effects in cells including protein denaturation and aggregation, generation of reactive 
oxygen species (ROS), DNA damage and eventually cell death (Hildebrandt, Wust et 
al. 2002; Lepock 2004). However, it remains unclear how HS can cause cell death. 
Thermotolerance can be induced by short exposure to lethal temperatures such as 
42 to 45°C, or by longer exposures to non-Iethal temperatures in the fever range such 
as 39 to 41°C (Field and Anderson 1982; Przybytkowski, Bates et al. 1986). 
Thermotolerance is a transient phenomenon that is lost within two to three days as 
expression of the inducible form of HSPs diminishes (Landry, Bernier et al. 1982; 
Subjeck, Sciandra et al. 1982). HSPs are induced under various stress conditions to 
counteract stress-induced apoptosis caused by accumulation and aggregation of 
denatured proteins. As "chaperone" proteins, they are concerned with the intracellular 
folding, refolding, assembly and translocation of proteins, particularly those damaged 
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by stress. Both constitutively expressed and inducible fonns of HSPs exhibit a potent 
role in preventing the induction of cell death by various stresses (Beere 2004). 
Several reports have demonstrated that HS can activate apoptosis through the 
mitochondrial pathway (Mirkes and Little 2000; Bettaieb and Averill-Bates 2005; 
Klostergaard, Leroux et al. 2006). However, the upstream pathways involved in 
regulating this response are not weil understood. HS has been shown to activate 
apoptosis signalling kinase 1 (ASK-1), as weil the c-Jun N-tenninal kinase (JNK) and 
p38 mitogen-activated protein kinases (MAPK) (Dorion, Lambert et al. 2002). ASK­
1 is also an upstream regulator of the JNK and p38 MAPKs during exposure to other 
stressful stimuli such as hyperosmotic shock, oxidative stress, cold shock, UV 
irradiation, tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin-l (Dorion, Lambert 
et al. 2002; Fujisawa, Takeda et al. 2007). The MAPK JNK can be activated through 
death receptors such as Fas, which is mediated through the death receptor-associated 
protein Daxx and ASK-1 (Chang, Nishitoh et al. 1998). JNK activation was shown to 
reduce the anti-apoptotic activity of Bcl-2 by causing its phosphorylation (Liu and 
Lin 2005). p38 MAPK is able to activate and stabilise p53 under conditions of stress 
induced by UV rays (Huang, Ma et al. 1999; Chouinard, Valerie et al. 2002). HS 
activated p53 and interaction with HSP90 contributed to its stabilization after HS 
(Wang and Chen 2003). However, the upstream activator(s) in HS-induced activation 
of p53 are Dot known. Therefore, the molecular links between HS-induced apoptosis 
and activation of upstream regulators such as JNK, p38 and p53, require clarification. 
HS has been shown to generate free radicals (Flanagan, Moseley et al. 1998) and 
cause an imbalance in the redox equilibrium (Lord-Fontaine and Averill-Bates 2002). 
Reactive oxygen species (ROS) appear to play critical roles as second messengers in 
the determination of cell fa te and can regulate several signalling cascades, including 
receptor signalling and MAPKs (Matsuzawa and lchijo 2008). We therefore 
determine the links between HS-induced ROS generation and activation of the 
apoptotic cascade. This study also investigates the l'ole of the ASK-IIJNKlp38 
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MAPK pathways in mediating HS-induced apoptosis through the Fas death receptor 
in HeLa human tumor cells and possible links with activation of p53. The ability of 
mild thermotolerance induced at 4üoC to protect cells against activation of these 
signalling cascades by HS is also considered. 
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Experimental Procedures 
Cell clI/tllre- Human cervical adenocarcinoma HeLa ce Ils (ATCC no. CCL-2) were 
cultured as monolayers in Eagle's modified Dulbecco medium supplemented with L­
glutamine (2 mM), sodium pyruvate (1 mM) and 10% foetal bovine serum (Gibco 
Canada, Burlington, ON) at 37°C and 5% COz (Bettaieb and Averill-Bates 2005). 
Medium was replaced with fresh medium 24 h prior to experiments. Cells were 
harvested using 0.5mg/ml trypsinlO.2mg/ml EDTA in phosphate-buffered saline (PBS) 
and washed by centrifugation (1,OOOxg, 3min). There was no loss of cell viability in 
cells heated at 40°C for 3h, evaluated by trypan blue exclusion. 
Reat treatment- To induce thermotolerance, confluent cells were transferred to an 
incubator for 3h at 40°C ± 0.1 oC, following a period of 20 min to allow the 
temperature of the culture medium to reach 40°C (Przybytkowski, Bates et al. 1986). 
Non-thermotolerant cells were pretreated with inhibitors of Fas activation (250 flM 
Kp7-6), MAPKs (20 ).lM PD98059 for JNK, 10 ).lM SB328020 for p38), p53 (20 ).lM 
pifithrin-a (PFT)), proteosome (50 ).lM ALLN) (Calbiochem, La Jolla, CA), protein 
synthesis (25 ).lM cycloheximide) or ROS (polyethylene glycol (PEG)-catalase, 300 
Ulml) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO), as indicated. Thermotolerant and non­
thermotolerant cells were heated (37-45°C) for 3h in temperature-controlled 
waterbaths (±0.02°C) (Haake 08, Fisher Scientific, Montreal, Canada), allowing 3 
min for the cell suspension to reach the appropriate temperature. 
ROS generation- The generation of pro-oxidants was measured following heat 
treatment. Cells were labelled with 2'7'-dihydrodichlorofluorescein diacetate 
(HzDCF-DA) (10 flM), which produces green fluorescence when it becomes oxidized 
by ROS (Yang, Lee et al. 2007). Data for 10,000 cells were collected using a 
FACSscan flow cytometer equipped with an argon laser (488 nm) (FL-1 channel, Em: 
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515 nm) and analyzed using Cell Quest software (Becton-Dickinson, Menlo Park, 
CA). 
Western blot analysis ofprotein expression- After heat treatment, cells were lysed in 
buffer T (Samali, Cai et al. 1999) containing 100 mM sucrose, 1 mM EGTA, 20 mM 
MOPS, 0.1 mM dithiothreitol (DTT), 5% freshly added percoll, 0.01% digitonin, 
1mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and cocktail of protease inhibitors (pH 
7.4). Thereafter, debris, unbroken cells and nuelei were removed by centrifugation 
(10,000g, 10 min). Proteins (30 flg) (Bradford 1976) were separated by SDS­
polyacrylamide gel electrophoresis (SOS-PAGE) (8%-12%) (Laemmli 1970) and 
immunodetected using primary antibodies recognizing p53, phospho-p53, JNK, 
phospho-JNK, p38, phospho-p38, Bel-2, Bax, cytochrome c, Puma and Noxa (Santa 
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) (Bettaieb and Averill-Bates 2005). 
Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated polyclonal secondary antibodies were 
from Biosource (Camarillo, CA). Protein expression was analysed using IPGEL 
software, relative to GAPDH loading controls. 
Subcellular fractionation- Following heat treatment, subcellular fractionation was 
performed as described previously (11) with modifications. Cells were washed with 
coId buffer W (100 mM sucrose, 1 mM EGTA, 20 mM MOPS, pH 7.4) and 
resuspended in lysis buffer F (100 mM sucrose, 1 mM EGTA, 20 mM MOPS, 0.1 
mM OTT, 5% freshly added percoll, 0.01% digitonin, 1 mM PMSF and cocktail of 
protease inhibitors, pH 7.4). Membranes were broken using a dounce homogenizer 
(200 strokes/sample). Debris and unbroken cells were removed by centrifugation 
(500g for 10 min) and supernatants were then centrifuged (2,500g, 5 min) to separate 
nuelei (pellet). Supernatants were then centrifuged (l5,OOOg, 15 min) to separate 
mitochondria. Supernatants were centrifuged (lOO,OOOg, 1h) to separate the cytosolic 
and microsomal (pellet) fractions. Nuelear, mitochondrial and microsomal fractions 
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were resuspended in lysis buffer T. Cellular distribution and translocation of different 
proteins (30~g) were analysed by Western blottimg. Purity of nuclear, microsomal, 
cytoplasmic and mitochondrial fractions was verified using antibodies against lamin 
A, calnexin, GSTn:l (Calbiochem, La Jolla, CA) and cytochrome c oxidase 
(Molecular Probes, Eugene, OR), respectively. 
Immunoprecipitation- Following heat treatment, cell Iysates were prepared by 
extraction with cold lysis buffer (2S mM Tris-HCI, ISO mM NaCI, 1 mM PMSF, 1 
mM EDTA, SO mM NaF, 1 mM sodium orthovanadate, and 1% Triton-X, pH 7.S 
supplemented with protease inhibitors) for 30 min at 4°C. Debris was removed from 
lysates by centrifugation at IS,OOOg for 10 min. For immunoprecipitation (Harlow 
and Lane, 1999), Iysates were incubated with SOfll of protein A-agarose beads 
(Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, QC) precoated with rabbit anti-Fas 
polyclonal or mouse monoclonal anti-pS3 (Santa Cruz Biotechnology) antibodies for 
2h at 4°C. The beads were washed three times with RIPA buffer and the appropriate 
proteins were analyzed by IS% SDS-PAGE and Western blotting. 
Fas ligand expression- Following HS treatment, cells were fixed with 1% 
formaldehyde at room temperature for 20 min and permeabilized with saponin buffer 
(20 mM Hepesl138 mM KCV4 mM MgCb/0.2 mg/ml saponinl1% BSAI1 mM ATP/3 
mM phalloidin) for 1 min. CeUs were then washed twice in saponin-free buffer, and 
labelled for lh at 37°C with 20 mg/ml of R-phycoerythrin (R-PE)-conjugated mouse 
anti-human CD9S monoclonal antibody (Caltag laboratories, Burlingame, CA). Cells 
were washed three times with O.S% BSA in PBS and fluorescence intensity of 10,000 
ceUs was analyzed using a FACScan flow cytometer (FL-2 channel) and Cell Quest 
software. 
Mitochondrial membrane potential (MMP)- Following heating (lh, 37-4S°C), cells 
216 
were incubated with the dye 5,5,6,6'-tetrachloro-l,1 ',3,3'tetra-ethyl-benzimidazolyl­
carbocyanine-iodide (JC-l) (5flM) (Molecular Probes) for 30min at 37°C 
(Darzynkiewicz, Bruno et al. 1992). Propidium iodide (Pl) (10flg/ml) was added to 
stain necrotic cells. Forward and side scatters were used to establish size gates and 
exclude cellular debris from the analysis. JC-l emission was collected on FL-l and 
FL-2 channels at 530 (±20) nm and 590 (±20) nm, respectively. Cells (10,000) were 
analyzed for each sample in FL-l and FL-2 channels, after removing PI-stained 
necrotic cells (FL-3; 620±15 nm». 
Caspase activity- Following heat treatment, caspase activity was determined as 
previously described (Stennicke and Salvesen 1997; Bettaieb and Averill-Bates 2005). 
Cells were lysed at -20°C for 30 min and then caspase-3 substrate Ac-Asp-Glu-Val­
Asp-amino-4-methyl-coumarin (50 flM) (Calbiochem, La Jolla, CA) was added. The 
kinetic reaction for caspase activity was followed at 37°C for 30 min, at respective 
excitation and emission wavelengths of 380 and 460 nm using a spectrofluorimeter 
(Spectra Max Gemini, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Activity of caspase-3 is 
represented as cumulative fluorescence relative to control cells. 
Morphological analysis of apoptosis- Following heat treatment, apoptotic cells were 
stained with Hoechst 33258 (50 ~g/ml) (blue-green fluorescence) (Sigma) and 
necrotic cells were stained with Pl (50 flglml) (red fluorescence) (Bettaieb and 
Averill-Bates 2005). Cells were visualized by fluorescence microscopy (model lM, 
Carl Zeiss Canada Ltd, St. Laurent, QC). For each condition, at least 250 cells were 
counted. The percentages of apoptotic or necrotic cells were calculated relative to 
total cells (obtained using bright field illumination). 
Cel! cycle analysis- Cell cycle analysis was determined by exammmg the DNA 
content of cells with Pl staining (Cui, Yu et al. 2007). Following HS treatment, cells 
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were incubated at 37°C for l2h. After fixation in methanol, ceUs were washed twice 
with cold PBS and then incubated in RNase solution in PBS (100 U/ml) for 30 min at 
37°C. CeUs were then incubated in PI solution in PBS (10 Ilg/ml) overnight at 4°C. 
Fluorescence was measured by FACScan flow cytometry and analyzed with 
ModFitLT™ cell cycle analysis program (Becton Dickinson). 
Statistics- Data is presented as means ± SEM from at least 3 independent experiments 
performed with multiple estimations per point. When not shown, error bars lie within 
symbols. Comparisons among multiple groups were made by one-way analysis of 
variance (ANOYA). The Bonferroni-Holmes adjustment was used to control for the 
Family-wise error rate at a desired level (a = 5%). Software used was JMP Statlstical 
Discovery 4.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC). Differences were considered significant 
at a P value of < 0.05. 
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RESULTS 
Hyperthermia increases ROS generation: Exposure to HS (42 to 45°C) caused a 
significant increase in levels of pro-oxidants in HeLa cells, compared to controis at 
37°C (Figure IA,lE). The increase in ROS generation was inhibited when cells were 
pre-treated with the cell permeable peroxide-detoxifying antioxidant PEG-catalase 
(Figure IB,IE), which increases intracellular levels of catalase (Lord-Fontaine and 
Averill-Bates 2002). Furthermore, there was significant inhibition of HS-induced 
generation of ROS in thermotolerant cells, compared to non-thermotolerant cells 
(Figure 1C, lE). It has been reported that ROS can act both upstream and downstream 
of p53 activation (Kavurrna, Figg et al. 2007; Zhao, Zou et al. 2007). However, the 
complex relationship between p53 and ROS remains a matter of debate. Levels of 
ROS were not affected when HeLa cells were pre-treated with pifithrin-a, a p53 
inhibitor (Figure ID,IE). These results show that HS increased the generation of ROS, 
which was not mediated by p53. Subsequently, the ability of ROS to act as an 
upstream factor in the activation of signalling cascades such as ASK-l/MAPKs and 
p53, through the death receptor pathway during HS-induced apoptosis, was 
investigated. 
HS induces Daxx translocation to the plasma membrane: The death-associated 
protein Daxx can mediate apoptosis through death receptors, with subsequent 
activation of ASK-I and JNK (Dorion and Landty 2002). During apoptosis, Daxx 
translocates to the plasma membrane and specifically binds to the death domain of 
the Fas receptor (Salomoni and Khelifi 2006). We therefore determined whether 
Daxx could mediate HS-induced activation of the Fas death receptor in HeLa cells. 
Protein levels of Daxx decreased significantly in the nuclear fraction (Figure 2A-2B) 
and increased in the cytosolic (Figure 2C-2D) and plasma membrane-rich fractions 
(Figure 2E-2F) at 42 to 45°C, compared to controls at 37°C. Daxx translocation was 
inhibited in cells that were pre-treated with PEG-catalase or the Fas antagonist Kp7-6 
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(Figure 2A-2F). Kp7-6 is an irreversible inhibitor of Fas receptor activation, which 
prevents Fas ligand from forming a stable complex with the receptor (Hasegawa, 
Cheng et al. 2004). Purity of subcel1ular fractions is shown in Figure 2K. 
We next investigated whether Daxx is involved in the induction of ASK1 through 
the Fas receptor during HS-induced apoptosis. Accordingly, ASK-1 protein levels 
showed a significant increase at 42 to 45°C in the plasma membrane fraction, relative 
to cells at 37°C (Figure 2G-2H). This increase was markedly reduced by the Fas 
antagonist and PEG-catalase. Immunoprecipitation with Fas antibody revealed that 
both Daxx and ASK-1 bind to the Fas receptor in HS-treated (42-45°C) cells (Figure 
21-2J), and this was inhibited by Kp7-6 and PEG-catalase. Moreover, in 
thermotolerant cells, the relocalisation of Daxx to the plasma membrane, increased 
expression of ASK-1 and binding of ASK-1 and Daxx to the Fas receptor were ail 
significantly inhibited, compared to non-thermotolerant cel1s (Figs. 2A-2J). Together, 
these findings show that HS induces recruitment ofDaxx and ASK-1 to bind with Fas 
receptor at the plasma membrane. These events occurred downstream from ROS 
generation. 
Hyperthermia causes activation of JNK: JNK is a downstream signalling molecule 
from ASK-1 (Dorion & Landry, 2002 cell Chaperones). We therefore determined 
whether activation of JNK by HS in HeLa cel1s could be linked to induction of 
apoptosis. There was a significant increase in levels of phospho-JNK at 42 to 45°C, 
compared to contrais at 37°C (Figure 3C-3D). Once phosphorylated, JNK enters the 
nucleus where it phosphorylates c-Jun (Westwick, Weitzel et al. 1995). HS 
significantly increased phosphorylation of c-Jun (Figure 3G,3H), which also occurred 
in the nuclear fraction (Figure 31,3J). We established that increases in 
phosphorylation of JNK and c-Jun were in fact due to HS, and not to increased levels 
of protein synthesis or decreased protein degradation, by means of the inhibitors 
cycloheximide and ALLN, respectively. Fas antagonist and PEG-catalase caused a 
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partial deeline in levels of phospho-JNK (Figure 3C,3D) and phospho-c-Jun (Figure 
3G,3H) at elevated temperatures. Cellular levels of JNK (Figure 3A,3B) and c-Jun 
(Figure 3E,3F) proteins tended to be slightly higher at 42 to 45°C, compared to 37°C. 
In thermotolerant cells, there was marked inhibition of phosphorylation of JNK 
(Figure 3C,3D) and c-Jun (Figure 3G-3J). These results show that HS activates the 
downstream target of ASK-1, JNK and its substrate c-Jun, through processes 
involving ROS and the Fas receptor. 
HS induces JNK-mediated Bax translocation to mitochondria: The mechanism of 
mitochondrial translocation of pro-apoptotic protein Bax during apoptosis is still 
unknown. Targeted gene disruption studies have recognized that JNK activation is 
required for stress-induced release of mitochondrial cytochrome c and apoptosis, and 
that activated JNK promotes phosphorylation of 14-3-3, a cytoplasmic anchor of Bax. 
Phosphorylation of 14-3-3 leads to its dissociation from Bax, thus al10wing Bax 
translocation to mitochondria (Okuno, Saito et al. 2004; Tsuruta, Sunayama et al. 
2004). We therefore determined whether JNK could mediate Bax translocation in HS 
cells. Hyperthermia (42-45°C) caused translocation of Bax from the cytosol (Figure 
4A,4B) to mitochondria (Figure 4C,4D), compared to controls at 37°C. Indeed, HS­
induced mitochondrial Bax translocation was significantly inhibited by a JNK 
inhibitor SP600 125, whereas PEG-catalase and Kp7-6 only had a small effect (Figure 
4). In thermotolerant cells, there was significant inhibition of Bax translocation 
(Figure 4). p53 can function as a transcriptional activator of the box gene (Miyashita, 
Krajewski et al. 1994). However, p53 did not mediate translocation of Bax protein in 
heat-treated cel1s, since the p53 inhibitor pifithrin-a had no effect on this process 
(Figure 4). 
We subsequently evaluated whether JNK could also interact with the anti­
apoptotic protein Bel-2. HS (42-45°C) caused degradation of anti-apoptotic protein 
Bcl-2 (Figure 10), but this was not mediated by JNK, since JNK inhibition had no 
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effect (data not shown). These data show that JNK activation promotes HS-induced 
mitochondrial Bax translocation, by a process which occurs independently of Fas 
activation, ps3 and ROS generation. 
JNK mediates hyperthermia-induced post-mitochondrial apoptotic events: HS 
(42-4s°C) induced a loss of MMP (Figure SA) and liberation of cytochrome c from 
mitochondria (Figure 5B,5C) into the cytosol (Figure sD,sE), compared to controls at 
37°C. These changes were mediated by JNK, since there was pronounced inhibition 
by SP60012s. Furthermore, HS caused downstream events in the apoptotic cascade, 
such as activation of caspase-3 (Figure 6), and chromatin condensation in the nucleus 
(Figure 7A,7B), which were partially inhibited by the JNK inhibitor. Moreover, there 
was a graduaI increase in cell death by necrosis from 42 to 45°C, which was also 
partiaUy reduced by JNK inhibition (Figure 7C). The higher levels of caspase-3 
activation and chromatin condensation at 42 and 43°C, compared to 45°C, are likely 
explained by the higher levels of necrosis at 45°C, indicating a switch from apoptotic 
to necrotic ceU death at the higher temperature. However, the HS-induced loss of 
MMP (Figure SA) and cytochrome c release (Figure SB-SE) were not inhibited by 
PEG-catalase or the Fas antagonist. ln addition, PEG-catalase did not inhibit caspase­
3 activation (Figure 6) and chromatin condensation (Figure 7B). ln thermotolerant 
cells, there was significant inhibition of hyperthermia-induced cytochrome c release 
(Figure 5), caspase-3 activation (Figure 6), chromatin condensation and necrosis 
(Figure 7). Furthermore, there was a hyperpolarisation of mitochondrial membranes, 
compared to non-thermotolerant cells (Figure SA). Together, these data show that 
JNK activation promotes HS-induced post-mitochondrial apoptotic events, which 
occur independently of ROS generation and Fas activation. SP60012s causes only 
partial inhibition of mitochondrial apoptosis, which suggests that other simultaneous 
mechanisms are also involved. 
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Hyperthermia causes activation of p38: Besides JNK, p38 MAPK is aiso a 
downstream target of ASK-1, which can be activated by hypelthermia (Dorion, 
Berube et al. 1999; Dorion, Lambert et al. 2002). We therefore investigated whether 
p38 activation by hypertherrnia couid be Iinked to apoptosis mediated through the Fas 
death receptor. HS caused a significant increase in Ieveis of phosphorylated p38 in 
HeLa cells, compared to controis at 37°C (Figure 8C,8D). Pre-treatment of cells with 
ALLN and cycloheximide did not affect \eveis of phospho-p38, indicating that 
increased p38 phosphorylation was due to hyperthermia (Figure 8A,8C). When cells 
were pre-treated with Fas antagonist or PEG-catalase, \eveis of phospho-p38 
decreased significantIy at 42 to 45°C (Figure 8C,8D). Cellular Ievels of p38 (Figure 
8A,8B) protein tended to be slightIy higher at 43 to 45°C, compared to 37°C. 
p38 is localised in the cytosoi and nucleus before activation and appears to be 
responsible for activation of transcription in both of these compaltments under 
conditions of stress (Ben-Levy, Hoopcr ct al. 1998). Nuclear transpolt of p38 is 
criticai for the cellular response to stress. Accordingly, Ieveis of p38 and phospho­
p38 proteins both increased in the nucleus during HS (Figure 8E-8H). These 
increases were partially reduced by Fas antagonist and PEG-catalase (Figure 8E-8B). 
ln thermotolerant cells, there was a significant decrease in HS-induccd p38 
phosphorylation (Fig 8C-8D) and nuclear translocation (Figure 8E-8H). Together, 
these findings show that HS causes activation and nuclear relocalisation of p38, 
which occurs downstream of ROS generation and Fas activation. 
p38 mediates hyperthermia-induced HSP27 phosphorylation and relocalization: 
Activation of p38 MAPK leads to phosphorylation of HSP27 (Dorion, Berube et al. 
1999). The leveis of HSP27 protein (Figure 9A,9B) and its phosphorylated form 
(Figure 9C,9D) were significantIy increased in cells after HS (42 to 45°C), compared 
to controls at 37°C. Cycloheximide inhibited the increase in HSP27 expressIOn 
(Figure 9A), which indicates that HS increases HSP27 protein synthesis. 
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Cycloheximide did not inhibit the increase in levels of phospho-HSP27, which was 
attributed to HS (Figure 9C). The heat-induced increases in levels of HSP27 and 
phospho-HSP27 were not affected by ALLN and thus, were not due to decreased 
proteosomal degradation (Figure 9A,9C). The HS-induced increases in levels of 
phosphorylated HSP27 were reduced by PEG-catalase, Fas antagonist and p38 
inhibitor SB328020 (Figure 9C,9D), whereas HSP27 expression was not affected 
(Figure 9A,9B). At 37°C, there were significant increases in levels of HSP27 and 
phospho-HSP27 in therrnotolerant cells, compared to non-thermotolerant cells 
(Figure 9A-9D). 
Under conditions of stress, phosphorylation of HSP27 leads to its intracellular 
redistribution and accumulation in the nucleus (Arrigo and Pauli 1988), where it can 
interact with denatured or aggregated nuclear proteins. Phosphorylated HSP27 can 
also interact with Daxx, preventing its interaction with ASK-1 and Fas, hence 
blocking Daxx-mediated apoptosis (Charette and Landry 2000). Phosphorylated 
HSP27 can also interact with cytoskeletal proteins and has a raie in protecting or 
stabilizing the actin cytoskeleton, under stress conditions (Huot, Houle et al. J996; 
Guay, Lambert et al. 1997). During HS in HeLa cells, expression of HSP27 and 
phospho-HSP27 was increased in both nuclear (Figure 9E-9H) and microsomal 
(Figure 91-9L) fractions. These increases were eliminated by p38 inhibitor SB32802ü 
(Figure 9E-9L). HS-induced increases in HSP27 phosphorylation in nuclear and 
microsomal fractions were partially inhibited by PEG-catalase and Fas antagonist 
(Figure 9G-9H,9K-9L). These inhibitors also reduced the increased HSP27 
expression in the microsomal (Fig 91-9J), but not the nuclear fraction (Figure 9E,9F). 
ln thermotolerant cells at 37°C, levels of HSP27 and phospho-HSP27 were elevated 
in nuclear and membrane fractions, compared to non-thermotolerant cells (Figure 9E­
9L). Together, these results show that HS leads to p38-mediated activation of HSP-27 
and its relocalisation to the nucleus and membrane, which occurs downstream of Fas 
receptor activation and ROS generation. 
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HS-induced p38 activation leads to Bcl-2 degradation: It has been reported that 
p38 can act as an inhibitor of Bcl-2 by promoting its degradation during apoptosis 
(De Chiara, Marcocci et al. 2006; Haddad 2007; Kralova, Dvorak et al. 2007). We 
therefore determined whether p38 activation could mediate Bcl-2 degradation in 
hypertherrnia-treated ceUs. lndeed, Bcl-2 protein degradation at 42-4SoC was 
prevented by p38 inhibitor SB328020, Fas antagonist, PEG-catalase and by mild 
thermotolerance (Figure 10A,10B). These results demonstrate that HS-induced Bcl-2 
degradation is mediated by p38 MAPK and is dependent on Fas activation and ROS. 
Hyperthermia induces activation of p53 through p38 MAPK: Although 
phosphorylation of pS3 appears to play an important role in stabilization and 
activation of pS3 in cells exposed to HS (Ohnishi 200S), the mechanisms involved 
remain unclear. We therefore invcstigated possible links between activation of p38 
MAPK and pS3 protein during HS-induced apoptosis. HS (42-4S°C) caused a 
significant increase in levels of pS3 protein (Figure 1JA, JI B) and its phosphorylated 
forms at SerlS (Figure Il C, I1D) and Ser46 (Figure 11 E, 11 F), compared to controls 
at 37°C. The increases in phospho-ser IS/ser46 pS3 during hyperthermia were not due 
to increased levels of pS3 protein, since ALLN and cycloheximide did not prevent 
pS3 phosphorylation (Figure Il C, IlE). The increases in levels of pS3 and phospho­
pS3 were inhibited by the p38 inhibitor SB328020 (Figure JI A-11F), indicating that 
HS induction and phosphorylation of pS3 is mediated by p38 MAPK. The JNK 
inhibitor had no effect on pS3 phosphorylation (data not shown). The increases in 
levels of pS3 and phospho-pS3 were partiaUy inhibited by the Fas antagonist, PEG­
catalase, and in therrnotolerant ceUs (Figure l1A-11F). These findings show that 
hypertherrnia-induced pS3 activation is mediated by p38 MAPK and lies downstream 
of ROS generation and Fas activation. 
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p53 mediates HS-induced activation of the mitochondrial pathway. Activation of 
p53 upon challenge with several stresses leads to its relocalization to mitochondria 
and to the nueleus (Meulmeester and Jochemsen 2008). Hence, p53 is able to induce 
the mitochondrial pathway of apoptosis independently of its transcriptional activity in 
the nueleus. It was proposed that p53 acts in a similar way to BH3-only proteins by 
directly inducing permeabi!ization of the outer mitochondrial membrane. p53 was 
shown to interact with and activate Bax and Bak proteins (Chipuk and Green 2004; 
Leu, Dumont et al. 2004), or with Bel-2 and/or Bel-xL proteins to inhibit their anti­
apoptotic activity (Mihara, Erster et al. 2003; Mihara and Moll 2003). We therdore 
investigated whether HS can cause translocation of p53 to mitochondria. Indeed, HS 
caused an increase in p53 (Figure Il G- llH) and ser15-p53 in mitochondria (Figure 
Ill-Ill), which was inhibited by the p38 inhibitor SB328020, Fas antagonist, PEG­
catalase, as weil as in thermotolerant cells (Figure Il G-I IJ). 
Subsequently, ccll lysates were subjected to immunoprecipitation using a p53 
antibody to examine the interactions that might occur between p53 protein and 
members of Bcl-2 family (Figure 12A). Bcl-2 and Bcl-xL proteins, but not Bax or 
Bak, were co-immunoprecipitated with p53 as a function of temperature (Figure 12A). 
These results indicate that p53 protein sensitizes cells to mitochondria-mediated 
apoptosis during heat shock by forming complexes that inhibit the anti-apoptotic 
proteins Bcl-2 and Bel-xL. Surprisingly, inhibition of p53 and p38 had !ittle effect on 
HS-induced loss of MMP (Figure 12B) and cytochrome c release (Figure l2C-12F). 
However, inhibition of p38 and p53 caused a partial decrease in HS-induced 
activation of caspase-3 (42-43°C) (Figure 12G), chromatin condensation (42-45°C) 
(Figure 12H) and necrosis (Figure 121). Together, these results show that HS leads to 
p38-mediated activation of p53 protein and its relocalisation to mitochondria, where 
its causes a pro-apoptotic imbalance, by processes which occur downstream of ROS 
generation and Fas receptor. However, there appear to be alternative mechanisms, 
which are independent of p53 and p38 proteins, which are also involved in activation 
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of the mitochondrial pathway during heat shock. This is likely explained by parallel 
JNK-mediated activation of the mitochondrial pathway during heat shock. 
HS induces transcriptional activity of p53 
HS also caused nuelear translocation of p53 (Figure lIK-llL) and phospho-p53 
proteins (Figure IIM-lIN). These increases were inhibited by the p53 inhibitor, Fas 
antagonist, PEG-catalase, and in thermotolerant cells (Figure l1K-llM). To 
determine whether HS-induced activation of p53 is correlated with its transcriptional 
activity, we measured protein expression of some of its target genes, FasL, Bel-2, 
Bel-xL, Bax, Puma and Noxa (Figure 13). Hyperthermia caused an increase in 
protein levels of FasL (Figure l3A, 13D), and pro-apoptotic members of the Bel-2 
family, Puma, Noxa and Bax (Figure l3E-l3J). There was a corresponding decrease 
in levels of the anti-apoptotic proteins Bel-xL and Bcl-2 (Figure 13K-13N). These 
increases were completely inhibited by the p53 inhibitor pifithrin-a (Figure l3B,13D­
l3L). However, Bel-2 degradation was not mediated by p53, since pifithrin-a had no 
effect (Fig l3M-13N). HS-induced changes in expression of FasL, Puma, Noxa, Bax, 
Bel-xL and Bcl-2 were also reduced in thennotolerant cells (Figure l3C-13N). These 
results show that HS-induced p53 activation leads to an imbalance between levels of 
expression of anti-apoptotic and pro-apoptotic proteins involved in the Fas death 
receptor and mitochondrial pathways, which could sensitize ceUs to apoptosis. 
HS induces cell cycle arrest: The phosphorylation of p53 protein and its 
accumulation in the nucleus is thought to play a crucial role in the G liS transition 
mediated by p21 (Ohnishi, Matsumoto et al. 1995; Ohnishi 2005). To look into the 
possibility of p53-mediated ceU cyele arrest in HS-treated ceUs, DNA content of ceUs 
was analyzed 12h after exposure to HS. There was a temperature-dependent increase 
in the population of cells with 2n DNA content corresponding to GO/G l, while the S­
phase ceU population (DNA content falling between 2n and 4n) decreased (Figure 
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14A). Furthermore, the G l peak of HS-treated cells displayed a shift in DNA content, 
indicating an abnormal aneuploid DNA content in these cells. Collectively, this 
suggests that cells were possibly arrested at the G liS boundary, and DNA replication 
was blocked at an early stage of S-phase by the HS treatment. When cells were 
treated with inhibitors of p53, p38, ROS or Fas activation, cell cycle arrest at G liS 
during HS was reversed (Figure 14B). The blockade of cell cycle progression at the 
G liS checkpoint was lower in thermotolerant cells, compared to non-thermotolerant 
cells (Figure 14B). These findings suggest that the effect of HS on cell cycle 
progression at the G liS checkpoint was dependent on p53 activity, which is 
downstream of ROS, Fas activation and p38 MAPK activation. 
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DISCUSSION 
The mechanisms leading to heat shock-induced cel! death are not entirely 
understood and remain the subject of intense investigation. The present study 
establishes the involvement of ROS and the Fas death receptor as upstream mediators 
in hyperthermia-induced apoptosis in human HeLa adenocarcinoma cells. Our 
findings show that hyperthermia (42-45°C) increases generation of ROS, which play 
a raie in the induction of apoptosis. The inhibitory effects of the antioxidant PEG­
catalase confirm that ROS are upstream mediators in activation of the Fas death 
receptor pathway, which subsequently leads to activation of ASK1, JNK and p38 
MAPKs, as well as p53. 
Earlier studies reported that heat increased oxidative stress in Chinese hamster 
ovary (CHO), MCF-7 breast carcinoma, rat intestinal epithelial, PC-3 prostate and 
HL-60 leukemia cel!s (Li and Oberley 1997; Flanagan, Moseley et al. 1998; 
Moriyama-Gonda, Igawa et al. 2002; Katschinski et al., 2000) and in aged rats 
(Zhang, Xu et al. 2003). However, the detailed mechanisms by which heat shock 
increases ROS accumulation remain undetermined. Heat shock can increase the 
reactivity of ROS such as H20 2 and caused a redox imbalance in cells by decreasing 
the GSH/GSSG ratio (Lord-Fontaine and Averill 1999; Lord-Fontaine and Averill­
Bates 2002). The major intracellular source of ROS is the respiratory chain in 
mitochondria (Ott, Gogvadze et al. 2007). Since increased temperatures are known to 
increases reaction rates, hyperthermia is likely to increase the formation of 
superoxide by the mitochondrial electron transport chain. Superaxide is subsequently 
converted to hydrogen peroxide, which is able to diffuse out of mitochondria. 
Mitochondrial-derived ROS could then induce expression of Fas ligand and initiate 
death receptor signal!ing (Petak and Houghton 2001). Other potential intracellular 
sources of ROS include NADPH oxidase and xanthine oxidase, whose activities were 
increased by 44°C hyperthermia in keratinocyte HaCaT cells (Shin, Moon et al. 2008). 
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Our findings show that hyperthermia increases ROS generation in HeLa cells, notably 
hydrogen peroxide, and that ROS are initiating factors in the activation of apoptosis. 
Heat-induced ROS generation was partially decreased by mild thermotolerance 
developed at a non-lethal fever temperature of 40°C. Mild thermotolerance increased 
synthesis of HSPs 27, 32, 70, 90 and 110 in CHO and HeLa ceUs (Bettaieb and 
Averill-Bates 2005). Overexpression of different HSPs has been shown to induce a 
survival response. The partial protective effects of mild thermotolerance against 
increased ROS generation could be explained by the antioxidant effects of HSP27 
(Huot, Houle et al. 1996) and HSP70 (Guo, Wharton et al. 2007). In addition, 
overexpression of HSP27 can inhibit oxidative stress-induced cellular damage by 
increasing levels of cellular glutathione (Mehlen, Schulze-Osthoff et al. 1996; 
McCollum, Teneyck et al. 2006). 
Daxx is as an alternate adapter of the Fas receptor, which is capable of mediating 
Fas-induced apoptosis through a distinct pathway from that mediated by FADD, the 
other Fas adapter. Moreover, our immunoprecipitation data showed that hyperthermia 
caused translocation of Daxx to the plasma membrane, where it formed a complex 
with Fas and ASK-l, resulting in ASK-l activation. This is an important observation 
in the sense that heat shock-induced ceU death appears to be mediated by severa! 
pathways. There are several reports on the interaction between HSPs and the Daxx 
machinery. Phosphorylated HSP27 can interact with Daxx and inhibit its 
translocation from the nucleus to the cytoplasm, thus preventing its interaction with 
ASK-l and Fas, and blocking Daxx-mediated apoptosis (Charette and Landry 2000; 
Charette, Lavoie et al. 2000). Our findings show that mild thermotolerance decreased 
heat shock-induced Daxx translocation and ASK-l activation, which could be 
attributed to HSP27. 
In the present work, hyperthermia activated JNK MAPK, which was partially 
mediated by ROS and ASK-l. Subsequently, JNK induced mitochondrial Bax 
translocation and activation of the mitochondrial pathway, which were not dependent 
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on ROS and Fas activation. Our findings indicate that hyperthermia can also activate 
JNK simultaneously through (an) altemate mechanism(s). Previous studies showed 
that activation of JNK by protein-damaging treatments such as heat shock is due 
mainly to inhibition of JNK phosphatases, which leads to phospho-JNK accumulation 
(Meriin, Yaglom et al. 1999; Nguyen and Shiozaki 1999). Such a mechanism could 
explain why scavenging of ROS did not prevent Bax translocation to mitochondria or 
the activation of mitochondrial apoptosis. Alternatively, receptor-interacting protein 1 
(RlP1) kinase can translocate to mitochondria, ieading to JNK activation, which may 
trigger the mitochondrial pathway by a mechanism that is not dependent on death 
receptor activation through FADD:caspase 8 or Daxx:ASK-1 interactions (Temkin 
and Karin 2007). ln addition, it has been proposed that heat shock-induced activation 
of JNK may be mediated by a signal pathway involving the genistein-sensitive 
tyrosine kinase (GTK), a member of the c-Src family (Han, Ha et al. 2000). 
Heat shock led to activation and nuclear translocation of c-Jun, a target of JNK. c­
Jun is a major component of the mammalian transcription factor, activator protein-l 
(AP-l) (Shaulian and Karin 2001). c-Jun is able to regulate AP-l target genes 
involved in cell proliferation and apoptosis, such as FasL, cyclin Dl, p53, p21, P19 
and p 16. Thus, c-Jun is able to induce both growth-promoting activity and apoptosis. 
lndeed, c-Jun appears to be an important mediator of pro-apoptotic effects of 
persistent JNK activation, particularly in response to stress and genotoxicants 
(Shaulian and Karin 2001). 
Mild thermotolerance induced at 40°C suppressed heat shock-induced JNK 
activation and Bax translocation in HeLa cells. This is likely to be attributed to 
HSP72, the inducible form of HSP70. lndeed, suppression of JNK activation has been 
attributed to HSP72 in several studies (Buzzard, Giaccia et al. 1998; Gabai, Mabuchi 
et al. 2002) and the mechanism appears to involve direct binding of HSP72 to JNK 
(Park et al 2001). HSP72 can also prevent cel1 death by suppressing JNK 
phosphorylation either directly and/or through the upstream kinase SEK (Mosser, 
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Caron et al. 1997; Volloch, Mosser et al. 1998; Meriin, Yaglom et al. 1999; Mosser, 
Caron et al. 2000). Elevation of HSP72 levels inhibited repression of JNK 
dephosphorylation by heat shock (Meriin, Yaglom et al. 1999). These data indicate 
that a JNK phosphatase could be a target for regulation by HSP72. ln heat shocked 
human acute lymphoblastic T cells, HSP70 prevented mitochondrial outer membrane 
permeabilization by blocking Bax translocation (Stankiewicz, Lachapelle et al. 2005). 
It was suggested that the inhibition of JNK activity could therefore be a factor of 
acquired thermotolerance (Dorion and Landry 2002). 
The present study shows that hyperthermia activates p38 MAPK and causes its 
nuclear translocation. lt was reported that activation of the p38 signalling pathway by 
heat shock involves the dissociation of ASK-l from the inhibitor glutathione S­
transferase Mu 1-1 (Dorion, Lambert et al. 2002). ln HeLa cells, hyperthermia also 
caused p38-dependent activation of HSP27 and its translocation to membranes and 
nuclei, as weil as Bcl-2 degradation and p53 activation. These changes al! occurred 
downstream of ROS generation and Fas activation. The phosphorylation of HSP27 
was shown to have a protective function against actin disruption in the cytoskeleton 
during oxidative stress and heat shock (Guay, Lambert et al. 1997). However, HSP27 
phosphorylation can also mediate inappropriate actin polymerization activity, which 
leads to cell membrane blebbing and apoptosis, particularly in response to toxic 
insults (Dorion and Landry 2002). It was suggested that nuclear translocation of 
HSP27 during stress is required for the disaggregation of nuclear proteins that were 
denatured and aggregated by hyperthermia (Borrel!i, Bernock et al. 2002). 
Hyperthermia-mediated activation of p38 and HSP27, and Bcl-2 degradation were 
diminished by mild thermotolerance. It was reported that p38 activity is decreased 
when the level of HSP72 is increased (Gabai, Meriin et al. 1997), or after 
thermotolerance induced at 44°C during 20 min (Dorion, Berube et al. 1999). These 
data suggest that in the regulation of JNK and p38 MAPKs, HSP70 serves as a 
"sensor" of the build-up of abnormal proteins after heat shock and other stresses. 
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Hyperthennia caused activation of p53, which was mediated by p38. p53 protein 
was translocated to mitochondria, which suggests that apart from its transcriptional 
activity, it plays a role in sensitizing cells to the intrinsic pathway of apoptosis. It was 
proposed that p53, like BH3-only proteins, directly induces permeabi!ization of the 
outer mitochondrial membrane by forming inhibitory complexes with anti-apoptotic 
Bcl-2 and Bcl-xL proteins or by disrupting the Bak-Mcll complex (Mihara, Erster et 
al. 2003; Mihara and Moll 2003; Nair, McNaught et al. 2006). Dissociation of Bak 
from a Bak-Mcll complex leads to its oligomerization and release of cytochrome c 
(Dumont, Della Pietra et al. 2003; Leu, Dumont et al. 2004). ln a similar manner, p53 
interacts with Bax and causes its activation (Chipuk and Green 2004). 
Moreover, cell cycle progression analysis showed that lethal heat shock induced 
cell cycle arrest at G liS phase in HeLa cells. Cell cycle arrest was attributed in part, 
to ROS generation and activation and nuclear accumulation of p53. The use of 
pharmacological inhibitors confirmed that p53 activation and cell cycle arrest 
originated from Fas receptor signalling and activation of p38 MAPK. Several studies 
reported that acute exposure to heat shock led to transient cell cycle arrest, mainly at 
GliS and G2/M phases (Fuse, Yamada et al. 1996; Ohnishi, Wang et al. 1996; Nitta, 
Okamura et al. 1997; Miyakoda, Nakahata et al. 1999; Miyakoda, Suzuki et al. 2002; 
Wang and Chen 2003). Cell cycle arrest at G liS was dependent on p53 in several 
normal human cell types (Nitta, Okamura et al. 1997; Miyakoda, Nakahata et al. 
1999; Miyakoda, Suzuki et al. 2002). However, in human glioblastoma cell !ines, 
heat shock induced a transient p21-dependent cell cycle arrest at G liS that was 
independent of p53 (Fuse, Yamada et al. 1996). Several studies observed cell cycle 
arrest in normal cells under conditions which did not cause cell cycle arrest in tumor 
cells (Nitta, Okamura et al. 1997; Miyakoda, Nakahata et al. 1999). These findings 
could be explained by inherent resistance of cancer cells to stress-induced toxicity 
and a multitude of differences between normal and cancer cells in terms of expression 
of defence proteins such as p53 and HSPs. Shorter heat exposures of 45 min and 2h at 
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43°C did not cause cell cycle arrest in HeLa cells (data not shown) (Nitta, Okamura et 
al. 1997; Miyakoda, Nakahata et al. 1999), whereas in our study, a longer heat 
exposure of 3h was able to induce pS3 activation and cell cycle block (Fuse, Yamada 
et al. 1996; Ohnishi, Wang et al. 1996; Nitta, Okamura et al. 1997; Miyakoda, 
Nakahata et al. 1999; Miyakoda, Suzuki et al. 2002; Wang and Chen 2003) Taken 
together, hyperthermia-induced cell cycle arrest is dependent on cell type and the 
strength and duration of heat shock treatment (Park, Han et al. 200S). 
Although our results did not demonstrate a direct protective effect of HSPs on 
heat-shock induced apoptosis, it is interesting to note that thermotolerance induced at 
mild temperature (40°C) protected against activation of the MAPK signalling 
pathway, as weil as pS3 activation. The mechanism(s) involved in the partial reversai 
of cell cycle arrest by mild thermotolerance in HeLa cells is not presently understood. 
Possible mechanisms include sequestration of pS3 by HSPs (Matsumoto, Wang et al. 
1995). Several reports showed that pS3 forms complexes with sorne members of the 
HSP70 family (Sturzbecher, Chumakov et al. 1987; Ohnishi, Matsumoto et al. 1995). 
HSPs could bind to pS3 and consequently could not only regulate pS3 accumulation 
or localization, but also modulate its biological effects. It was reported that depletion 
of HSP27 or HSP72 (Wadhwa, Sugibara et al. 2000; Yaglom, Gabai et al. 2007) led 
to strong activation of pS3, induction of p21, cell cycle arrest at both GI and G2 
phases. HSP90 and its co-chaperones also could transiently associate with key 
molecules of the cell cycle regulating systems, including pS3, Cdk4, Wee-I, c-Myc, 
pRb and p27/Kipl (Helmbrecht, Zeise et al. 2000; Jo1ly and Morimoto 2000; Zylicz, 
King et al. 2001). 
ln conclusion, our findings show that hyperthermia induces the alternate death 
receptor pathway involving Daxx and ASK-I, which leads to activation of p38 and 
JNK MAPKs. Activation of JNK and p38 MAPKs was Iinked to hyperthermia­
induced apoptosis. Heat shock also caused p38-mediated activation of pS3, which led 
to cell cycle arrest at Gl/S phase. Moreover, translocation of pS3 to mitochondria 
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suggests that this protein may mediate apoptosis by mechanisms that are both 
dependent and independent of its transcriptional activity. However, translocation of 
Bax to mitochondria and cytochrome c release were dependent on JNK activation. 
Together, these results show that ROS generation is an upstream factor which plays a 
central role in HS-induced apoptosis in HeLa adenocarcinoma cells, by mediating 
activation of p38 and JNK MAPKs, as weil as p53. Mild thermotolerance induced at 
a fever temperature of 4üoC afforded wide ranging protective effects against 
hyperthermia-induced apoptosis at the upstream level and through both the death 
receptor and mitochondrial pathways. 
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Figure 1: HS increases ROS generation. Non-thermotolerant cells, alone (A), or 
pre-treated with PEG-catalase (C) or PFT-a (D), and thermotolerant (B) cells were 
heated (3h, 42-4S°C) and then labelled with H2DCF-DA for 30min. Cells (10,000) 
were analysed by flow cytometry (FLl). H2DCF-DA fluorescence is shown relative 
to controls at 37°C 000%). Data represent means ± SEM of at least three 
independent experiments: P < O.OS (*), P < 0.01 (**), for HS versus 37°C. P < O.OS 
(#), P < 0.01 (##) for, with or without inhibitor, at each temperature. 
Figure 2: Hyperthermia induces Daxx translocation from the nucleus to the 
plasma membrane. Non-thermotolerant cells, with or without pre-treatment for 3h 
with PEG-catalase or Fas antagonist Kp7-6 (FasAg), and thermotolerant cells, were 
exposed to HS (3h, 42-4S°C). Representative blots are shown for protein levels of 
Daxx (120kDa) in nuclear (A, B), cytosolic (C,D) and membrane (E,F) fractions, and 
ASK-1 (16SkDa) in membrane fractions (G,H), which are expressed relative to 
controls at 37°C (100%). Purity of subcellular fractions was verified using antibodies 
against [amin A (L), cytochrome oxidase (CO), GSTrrl (G), and calnexin (CA), for 
nuclear (89%), mitochondrial (97%), cytoplasmic (98%) and microsomal fractions 
(92%), respectively (K). Cells were subjected to immunoprecipitation using anti-Fas 
antibody and Daxx (1) and ASK-1 (J) were detected by Western blot. Data represent 
means .± SEM of at least three independent experiments. For definition of symbols 
for statistics, see legend to Figure 1. 
Figure 3: HS activates JNK. Thermotolerant and non-thermotolerant ceIls were 
exposed to HS (3h, 42-4S°C). Where appropria te, non-thermotolerant cells were pre­
treated for 3h with PEG-catalase, Fas antagonist, ALLN or cycloheximide. Total 
cellular expression of JNK (46kDa) (A,B), phospho-JNK (46kDa) (C,D), c-Jun 
(39kDa) (E,F) and phospho-c-Jun (39kDa) (F,G) proteins, and nuclear leve1s of 
phospho-c-Jun (1,1), is expressed relative to controls at 37°C (100%). Data represent 
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means ± SEM of at least three independent experiments. For definition of symbols 
for statistics, see legend to Figure 1. 
Figure 4: Hyperthermia induces JNK-mediated Bax translocation to 
mitochondria. Thermotolerant and non-thermotolerant cells were exposed to HS (3h, 
42-45°C). Where appropriate, non-thermotolerant cells were pre-treated for 3h with 
PEG-catalase, or inhibitors of Fas activation, JNK (SP600125), p53 (PFTa), ALLN 
or cycloheximide. Expression of Bax (21 kDa) prote in was immunodetected in 
cytosolic (A, B) and mitochondrial (C, D) fractions of cel1s, and is expressed relative 
to controls at 37°C (100%). Data represent means ± SEM of at least three 
independent experiments. For definition of symbols for statistics, see legend to Figure 
1. 
Figure 5: HS induces JNK-mediated cytochrome release from mitochondria. 
Thermotolerant and non-thermotolerant cel1s were exposed to HS (3h, 42-45°C). 
Where appropriate, non-thermotolerant cells were pre-treated for 3h with PEG­
catalase, or inhibitors of Fas activation or JNK (SP600 125). MMP (JC-1 fluorescence) 
was expressed relative to controls at 37°C (A). Expression of cytochrome c (l4kDa) 
protein was immunodetected in mitochondrial (B,C) and cytosolic (D,E) fractions of 
cells, and is expressed relative to controls at 37°C (100%). Data represent means ± 
SEM of at least three independent experiments. For definition of symbols for 
statistics, see 1egend to Figure 1. 
Figure 6: Activation of caspase-3 by hyperthermia. Thermotolerant and non­
thermotolerant cells, with or without pre-treatment with a JNK inhibitor, were 
exposed to HS (3h, 42-45°C). Caspase-3 activity is relative to controls at 37°C (1.0). 
Data represent means ± SEM of at least three independent experiments. For definition 
of symbols for statistics, see legend to Figure 1. 
247 
Figure 7: HS induces chromatin condensation. Thennotolerant and non­
thennotolerant cells, with or without pre-treatment for 3h with inhibitors of JNK, p38 
or p53, were exposed to HS (3h, 42-45°C). Cells were stained with Hoechst and PI. 
Magnification: 320X. Fractions of apoptotic (B) and necrotic (C) cellsare shown 
relative to total cells. Data represent means ± SEM of at least three independent 
experiments. For definition of symbols for statistics, see legend to Figure 1. 
Figure 8: Hyperthermia induces p38 activation. Thermotolerant and non­
thennotolerant cells were exposed to HS (3h, 42-45°C). Where appropriate, non­
thennotolerant cells were pre-treated for 3h with PEG-catalase, Fas antagonist, 
ALLN or cycloheximide. Levels ofp38 (A-B, E-F) and phosphorylated p38 (C-D, G­
H) proteins were immunodetected in celllysates (A-D) and in the nucleus (E-H), and 
are relative to controis at 37°C (100%). Data represent means ± SEM of at least three 
independent experiments. For definition of symbols for statistics, see legend to Figure 
1. 
Figure 9: HS causes p38-mediated HSP27 activation. Thermotolerant and non­
thermotolerant cells were exposed to HS (3h, 42-45°C). Where appropriate, non­
thermotolerant cells were pre-treated for 3h with PEG-catalase, Kp7-6, p38 inhibitor 
(SB328020), ALLN or cycloheximide. Expression of HSP27 (A-B, E-F, I-J) and 
phosphorylated HSP27(C-D, G-H, K-L) was immunodetected in cel! Iysates (A-D), 
nuclear fractions (E-H) and microsomal fractions (l-L), and is relative to controls at 
37°C (100%). Data represent means ± SEM of at least three independent experiments. 
For definition of symbols for statistics, see legend to Figure 1. 
Figure 10. Hyperthermia induces p38-mediated BcI-2 degradation. 
Thermotolerant and non-thermotolerant cells were exposed to HS (3h, 42-45°C). 
Where appropriate, non-thennotolerant cells were pre-treated for 3h with PEG­
catalase, Fas antagonist, ALLN, cycloheximide or inhibitor of p38. Levels of Bcl-2 
were immunodetected in cell Iysates and are expressed relative to untreated controis 
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at 37°C (100%). Data represent means ± SEM of at least three independent 
experiments. For definition of symbols for statistics, see legend to Figure 1. 
Figure 11. HS causes p38-rnediated p53 activation and translocation. 
Thermotolerant and non-thermotolerant ceUs were exposed to HS (3h, 42-45°C). 
Where appropriate, non-thermotolerant ceUs were pre-treated for 3h with PEG­
catalase, Fas antagonist, p38 inhibitor, ALLN or cycloheximide. Protein levels of p53 
(A-B, G-H,K-L) and p53 phosphorylated at ser l5 (C-D, I-J,M-N) and ser46 (E-F) were 
immunodetected ceU Iysates (A-F), mitochondrial fractions (G-J) and nuclear 
fractions (K-N), and are expressed relative to controls at 37°C (100%). Data represent 
means ± SEM of at least three independent experiments. For definition of symbols for 
statistics, see legend to Figure 1. 
Figure 12. p53 causes rnitochondrial changes during HS. Non-thermotolerant 
ceUs were exposed to HS (3h, 42-45°C), and where appropriate, they were pre-treated 
for 3h with PEG-catalase, or inhibitors of p38 or p53. (A) CeUs were subjected to 
immunoprecipitation using p53 monoclonal antibody and Bax, Bak, Bcl-2 or Bel-xL 
proteins were detected by Western blot. As a positive control (PC), 20 ~g of whole­
ceU extract from normal HeLa cells was used. MMP (JC-I fluorescence) is expressed 
relative to controls at 37°C (B). Levels of cytochrome c (l4kDa) protein were 
immunodetected in mitochondrial (C,D) and cytosolic (E,F) fractions of ceUs, and are 
expressed relative to controls at 37°C (100%). (G) Caspase-3 activity is relative to 
controis at 37°C (1.0). Fractions of apoptotic (H) and necrotic (1) ceUs are shown 
relative to total ceUs. Data represent means ± SEM of at least three independent 
experiments. For definition of symbols for statistics, see legend to Figure 1. 
Figure 13. Hyperthermia induces transcriptional activity of p53. Thermotolerant 
and non-thermotolerant ceUs were exposed to HS (3h, 42-45°C). Where appropriate, 
non-thermotolerant ceUs were pre-treated for 3h with p53 inhibitor. Fas ligand 
expression was evaluated by f10w cytometry in non-thetmotolerant ceUs, alone (A,D), 
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or with inhibitor of p53 (PFT-a) (C,D), and in therrnotolerant cells (B,D). Levels of 
Puma (E-F), Noxa (G-H), Bax (1-J), Bel-xL (K-L), and Bel-2 (M-N) proteins were 
immunodetected and are expressed relative to controls at 37°C (100%). Data 
represent means ± SEM of at least three independent experiments. For definition of 
symbols for statistics, see legend to Figure 1. 
Figure 14: Hyperthermia induces cell cycle arrest at GlIS phase mediated by 
p38 and p53. Thermotolerant and non-thermotolerant cells were exposed to HS (3h, 
42-45°C). Where appropriate, non-thermotolerant cells were pre-treated for 3h with 
PEG-catalase, or inhibitors of p53 or p38, or Fas activation. After l2h, cells were 
stained with PI for cell-cycle analysis by FACS analysis of DNA content. 
Representative FACscan plots are shown for non-therrnotolerant cells exposed to HS 
(A). The G liS (B), Gz/M (C) and S (0) ratios were determined with Cell quest and 
analyzed using ModFit software. Data represent means ± SEM of at least three 
independent experiments. For definition of symbols for statistics, see legend to Figure 
1. 
Scheme 1: Role of JNK MAPK in hyperthermia-induced apoptosis in HeLa cells. 
Exposure to hyperthermia (42-45°C) for 3h increased (1) ROS generation and (2) 
FasL expression. The recruitment of (3) Daxx and (4) ASK-l to forrn a complex with 
Fas at the plasma membrane resulted in (5) activation of p38 (see Scheme 2) and JNK 
MAPKs. JNK activation led to (6) phosphorylation of c-Jun and (7) Bax translocation 
to mitochondria, since these molecular events were inhibited by JNK inhibitor 
PD98059. There was subsequent activation of the mitochondrial pathway, involving 
(8) loss of membrane potential (6 \{lm), (9) cytochrome c release, (10) caspase-3 
activation and (Il) nuelear chromatin condensation. The antioxidant PEG-catalase 
and Fas/FasL antagonist Kp-7-6 both abrogated the increased (2) expression of FasL 
and (5) JNK activation in response to heat shock. However, PEG-catalase and the 
JNK inhibitor did not affect activation of the mitochondrial pathway. The Fas 
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antagonist partially inhibited mitochondrial apoptosis, indicating that heat can 
activate this pathway directly and/or by alternate mechanisms. 
Scheme 2: Role of p38 MAPK and p53 in hyperthermia-induced cell death in 
HeLa cells. (1) p38 MAPK was activated and (2) translocated to the nucleus, where it 
caused (3) phosphorylation of HSP27 and its (4) nuclear and membrane translocation. 
(5) p38 caused Bcl-2 degradation, and mediated (6) p53 activation and its 
translocation to (7) the nucleus (8) and mitochondria. These molecular events were 
inhibited by PEG-catalase, Fas/FasL antagonist (Kp-7-6) and p38 inhibitor 
(SB328020) in response to heat shock. (9) p53 bound to anti-apoptotic mitochondrial 
proteins Bcl-2 and Bel-xL. Nuclear relocalisation of phospho-p53 led to decreased 
expression of (10) Bcl-2 and Bcl-xL, and increased expression of (11) Puma, (12) 
Noxa, (13) Bax and (14) FasL, and these changes were reduced by p53 inhibition 
(PFT-a.). Inhibitors of p38 and p53 did not affect downstream mitochondrial 
apoptotic events such as loss of membrane potential and cytochrome c release. 
However, (15) caspase-3 activation and (16) chromatin condensation, which can 
occur through mitochondria as weIl as alternate pathways, were partially reduced by 
inhibitors ofp38 and p53. 
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Figure 2: Heat shock induces Daxx translocation to plasma membrane 
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;Q Figure 2: Heat shock induces Daxx and ASK-1 translocation to plasma membrane 
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Figure 2: Heat shock induces binding of Daxx and ASK-1 to FasR 
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Figure 3: Heat shock induces JNK phosphorylation 
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('l Figure 3: Heat shock induces c-Jun phosphorylation 
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Figure 3: Heat shock induces c-Jun phosphorylation 
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Figure 4: Heat shock induces Bax translocation to mitochondria 
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~ Figure 5:	 Heat shock induces cytochrome c release to the cytosol 
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Figure 7: Heat shock induces chromatin condensation 
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N Figure 8: Heat shock induces p38 phosphorylation 
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N Figure 9: Heat shock induces HSP27 relocalization to the microsomal fraction 
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Figure 10: Heat shock induces p38-mediated Bcl-2 degradation
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Figure 11: Heat shock induces p53 phosphorylation at serine 46 
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0l Figure 11: Heat shock induces p53 relocalization 
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Figure 12: Heat shock induces cytochrome c release to the cytosol 
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01 Figure 13: Heat shock induces transcriptional activity of p53 
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Figure 14: Heat shock cell cycle arrest at G1/S phase 
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Résumé: 
Introduction: La réponse cellulaire aux différents types de stress, en particulier le 
choc thermique, fait l'objet de plusieurs travaux de recherche à travers le monde entier. Nos 
études précédentes ont montré qu'une exposition des cellules à un choc thermique doux a 
permis aux cellules de développer un état de thermotolérance et de résister à l'apoptose 
induite par un choc thermique subséquent plus sévère (42-45°C). Cet état de thermotolérance 
a été corrélé à l'expression de plusieurs protéines du choc thermique, en particulier les HSPs 
27, 32, 72 et 90. Nous avons pu montrer également qu'un choc thermique létal induit 
l'apoptose via la voie du récepteur de mort Fas et la voie mitochondriale, indépendamment. 
De plus, Bid est clivé par la caspase 8 et la translocation de son fragment tronqué (tBid) au 
niveau de la mitochondrie amplifie le signal apoptotique. Par ailleurs, d'autres études ont 
montré que le choc thermique cause des dommages aux protéines et favorise leur agrégation. 
Objectifs: L'hypothèse émise dans la présente étude à l'effet que l'aggrégation des 
protéines favorise leur accumulation au niveau du RE, ce qui génère un stress du RE a été 
validé. Sachant qu'un stress du RE pourrait induire la perte de l'homéostasie calcique et 
dépendamment de la sévérité du stress l'apoptose via la voie du RE, nous avons investigué 
cette possibilité. Nous avons également étudié l'effet protecteur de la thermotolérance 
induite à 40°C contre la toxicité d'un choc thermique subséquent létal. 
Méthode: Des cellules cancéreuses issues d'un carcinome du col utérin (HeLa) ont 
été pré-incubées à un choc thermique doux (40°C) pour induire un état de thermotolérance 
transitoire avant d'être exposées à un choc thermique subséquent létal (42-45°C). 
Résultats: L'exposition des cellules HeLa à un choc thermique létal (42 à 45°C) a 
induit une augmentation du taux d'expression de Bip et CHOP, une pelte de l'homéostasie 
calcique résultant en l'augmentation du taux du calcium libre, l'activation des calpaïnes et 
des caspase 4 et J2. De plus, le choc thermique a induit une baisse du potentiel membranaire 
et l'activation de la voie mi tochondriale de l'apoptose. Toutefois, l'inhibition de l'activité des 
calpaïnes et des caspases 4 et 12 n'a pas protégé les cellules contre la condensation de la 
chromatine et la fragmentation d'ADN. L'effet protecteur de la thermotolérance a été mis en 
évidence aussi bien au cours de la perte de l'homéostasie calcique que lors de l'activation des 
calpaïnes et des caspases 4 et 12. 
Conclusion: Les résultats de cette étude suggèrent qu'un choc thermique létal active 
la voie du RE. Il s'avère également que l'induction de cette voie n'est pas requise pour 
l'induction de l'apoptose mais elle résulte d'un stress prolongé au niveau du RE. L'induction 
de la thermotolérance, par contre, a protégé les cellules contre l'induction de la voie du RE. 
L'ensemble de ces résultats témoigne de la capacité des cellules à s'adapter positivement aux 
variations de l'environnement cellulaire et à établir un état d'équilibre viable capable de 
contrarier non seulement le choc thermique mais également tout autre type de stress affectant 
l' homéostasie cell ulaire. 
Mots-clés: Hyperthermie, Thermotolérance, Stress du Réticulum Endoplasmique Apoptose, 
Caspase 12/4, Calpaïnes, Calcium. 
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Abstract 
The endoplasmic reticulum (ER) plays a central role in the biogenesis of most 
extracellular and many organellar, post-translational modifications, and proper folding of 
proteins as weIl as their sorting and trafficking. It also plays a role in maintenance of 
intracellular calcium homeostasis, thus accumulation of unfolded proteins or alterations in 
intracellular calcium homeostasis cause ER stress. Prolonged ER stress leads to the induction 
of apoptosis. Heat shock is known to cause accumulation of aggregated proteins in the ER, 
but little is known about the severity of this stress and its links with apoptosis. The present 
work investigates the mechanisms of induction of endoplasmic reticulum-mediated apoptosis 
during heat shock, as weil as the protective role of mild thermotolerance induced at 40°C. 
Exposure of human adenocarcinoma cervical HeLa cells to lethal thermal shock (42-45°C) 
increased the expression of CHOP. Heat shock also caused disruption of calcium homeostasis, 
resulting from intracellular calcium overload. This resulted in activation of the ER resident 
caspase 4 and caspase 12, as weil as the calcium-dependent calpain proteases. Addition of 
calcium chelators (BAPTA, BAPTA-AM), caspase 7 inhibitor or calpain inhibitor 
demonstrated that activation of caspase 4 and 12 were a result of disrupted calcium 
homeostasis and that ER-mediated apoptosis was a consequence of prolonged ER stress. 
Moreover, thermotolerance afforded cellular protection against the disruption of calcium 
homeostasis and mitochondrial function, as weil as heat shock-induced activation of 
proteases. These results suggest that thermotolerance induced at mild temperatures cou Id 
prevent biochemical injuries and cytotoxicity caused by acute exposure to lethal temperatures 
and other biochemical stresses. 
Keywords: Hyperthennia, Heat shock Proleins, Thermotolerance, Apoptosis, Endoplasmic 
reticulum, caspase 4/12, calcium, calpain. 
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Introduction 
Hyperthermia is a promising new alternative used to treat a wide range of 
tumors, usually with minimal injury to normal tissues (van der Zee 2002). It is also 
known to be an immune system enhancer, is useful in providing pain relief and 
controlling bleeding, and is an effective therapy for other diseases such as prostatic 
hypertrophy and psoriasis (Fesneau et al., 2003; Bhowmick et al., 2004; Dayanc et al., 
2008). Several major clinical studies have shown that hyperthermia can act as a 
potent modifier oftumor responses to radiation and chemotherapy by enhancing their 
toxicity. Hyperthermia has produced significant improvements in tumor response 
rates and patient morbidity, when used in combination with other treatments such as 
surgery, chemotherapy and radiotherapy, for cancers of the head and neck, cervix, 
rectum, breast, brain, bladder, lung, oesophagus and for soft-tissue sarcoma and 
melanoma (van der Zee 2002; (Issels, Schlemmer et al. 2006; Fiorentini and Szasz, 
2006). Unlike healthy tissues, tumors act as a heat reservoir when subjectcd to local 
hyperthermia. Since tumors are unable to increase blood flow to dissipate heat in 
response to thermal stress, they are more vulnerable to heat damage than the 
surrounding normal tissue (Issels, Schlemmer et al. 2006). This results in a collapse 
of the tumor's vascular system and destruction of the tumor cells. 
Several different heating technologies have been developed such as local, 
regional and whole-body hyperthermia. Heating devices generally consist of 
applicators of ultrasound or electromagnetic energy, microwave antennas, 
implantable needles, radiofrequency electrodes, submicron magnetic particles 
(Yanase, Shinkai et al. 1998) and more recently, technology using gold nanoparticles 
that kill tumor cells upon laser irradiation (Everts 2007). The effectiveness of these 
antitumor technologies is related to the temperature achieved during the treatment, as 
weil as the length of treatment and ce!l and tissue characteristics (Hildebrandt, Wust 
et al. 2002; van der Zee 2002). 
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However, despite success in the cancer c1inic, the mechanisms involved in 
heat-induced toxicity are not yet fully understood. Hyperthermia causes damage to 
multiple cellular targets such as cell membranes, the cytoskeleton, mitochondria and 
nuc1ei, as weil as damage to proteins including unfolding, exposing hydrophobic 
groups, and aggregation (Edwards 1998; Roti Roti 2007; Roti Roti 2008). Several 
studies reported induction of apoptosis in response to heat (Khan and Brown 2002; 
Vertrees, Das et al. 200S; Moulin and Arrigo 2008). We previously reported that 
hyperthermia (42-43°C) induced the mitochondrial pathway of apoptosis in HeLa 
cells and at higher temperature (4S°C) cell death occurred by necrosis (Bettaieb and 
Averill-Bates 200S). Several other studies reported the involvement of the 
mitochondrial pathway with a loss of mitochondrial membrane potentiaJ, an incrcase 
in superoxide anion production and the activation of intracellular caspase 3 (Arai, 
Kondo et al. 2002) in heat shock-induced apoptosis. Alterations of mitochondrial 
functions occurred in tumor cell lines such as L929-11 E, cell carcinoma and 
melanoma (Ko, Yuen et al. 2000; Yuen, Fung et al. 2000; Shellman, Howe et al. 
2008), as weil as in cardiomyocytes and normal tissues (Fajardo 1984). ln lung 
cancer cells, hyperthermia induced activation of membrane death receptors of the 
tumor-necrosis-factor family (Vertrees, Das et al. 200S). However, it was suggested 
that caspase 2 could be a major mediator of heat shock-induced apoptosis in mouse 
embryonic fibroblasts (Bonzon, Bouchier-Hayes et al. 2006; Tu, McStay et al. 2006). 
Apoptosis and necrosis are the best described mechanisms of cell death. They 
are induced by a variety of stresses in a concentration and time dependent manner 
(Helewski et al., 2006). Apoptosis and necrosis differ in their morphological and 
biochemical features. Three apoptotic signaling pathways have been described: the 
extrinsic pathway mediated by death receptors and two intrinsic pathways mediated 
by mitochondria and more recently, the endoplasmic reticulum (ER) (Gradzka 1., 
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2006). The induction of these pathways results in activation of caspases (Alnernri et 
al., 1996; Ashkenazi and Dixit, 1998), which cleave cellular proteins and are 
responsible for many of the morphological changes associated with apoptosis such as 
membrane blebbing, chromatin condensation, DNA fragmentation and cytoplasmic 
shrinkage (Shroff et al., 2007). 
The ability of the ER to sense and respond effectively to physiological stress 
conditions and environmental insults leads to an adaptive cellular survival response 
that main tains the homeostasis of the ER, known as the unfolded protein response 
(UPR) (Urade 2007). The UPR is a highly conserved stress response that involves the 
transcriptional induction of UPR genes (Urade 2007), the translational attenuation of 
global protein synthesis (Paschen 2004) and ER-associated degradation (ERAD) to 
remove the misfolded proteins (Foufelle and Ferre 2007). 
When ER stress becomes too severe and prolonged, induction of growth arrest 
and apoptosis occurs in many cell types, most probably because of downstream 
effects of the activated transcription factor C/EBP-homologous protein 
(CHÜP)/GADDI53 (Wang et al, 1996). Induction of apoptosis through the ER can 
occur by several mechanisms including the activation and nuclear relocalization of 
caspase 12 or activation of the protein kinase JNK via the apoptosis signal-regulating 
kinase-l (ASK-l)/inositol-requiring (IRE-1) protein kinasellTNF receptor-associated 
factor 2 (Traf-2) complex. In addition, during ER-mediated apoptosis, intracellular 
levels of free calcium in the cytosol often increase, which leads to activation of 
calpains and subsequent cleavage of the anti-apoptotic Bel-2 family protein Bel-xL 
(Nakagawa and Yuan, 2000). Apoptosis through the ER may also activate the 
mitochondrial pathway via cross-talk between these cellular compartments (Szegezdi 
et al., 2006). The crosstalk mainly involves Bcl-2 family members and usually leads 
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to cytochrome c release as well as caspase 9 and 3 activation (Pinton and Rizzuto, 
2006). 
The induction of ER-mediated apoptosis by heat shock has not been 
investigated, although Kwon and colleagues, briefly described an ER response of 
thyrocytes to 3h heat shock exposure (43°C) (Kwon, Choi et al. 2001). It was also 
reported that hyperthermia induces release of Ca2+ from intracellular stores resulting 
in an increase in the intracellular Ca2+ levels (Arai, Kondo et al. 2002). Calcium has 
been reported to regulate apoptosis through the mitochondrial pathway by calcium­
dependent enzymes, stimulating nitric oxide production, mitochondrial permeability 
pore transition (mPTP) opening, or calcium-induced osmotic swelling/mpture of 
mitochondrial membranes (Orrenius, Zhivotovsky et al. 2003; Vindis, Elbaz et al. 
2005; Giulivi 2007). It is therefore possible that calcium could participate in ER­
mediated apoptosis and/or further enhance activation of the mitochondrial caspase­
dependent pathway in apoptosis induced by hyperthermia. 
The aim of this study is to investigate whether lethal heat shock (42-45°C) can 
induce ER-mediated apoptosis and whether calcium and proteases sllch as calpain 
and caspases 12 and 4 might play a role. We also determine whether mild 
hyperthermia induced at fever range temperature (40°C) can protect human cervical 
carcinoma HeLa cells against apoptosis induced at lethal temperatures. 
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Material and Methods 
Chemicals and reagents- Media, sera and trypsin for cell culture were 
purchased from Gibco Canada (Burlington, ON). Primary antibodies (PARP, ICAD, 
caspase 9, anti-caspase 3, Bax, Bik, Bak, Bim, Noxa, Puma, BeI-2, Bcl-xL, 
cytochrome c, Lamin A and GAPDH were purchased from Santa Cruz Biotechnology 
(Santa Cruz, CA). Secondary antibodies (goat horseradish peroxidase (HRP)­
conjugated polyelonal anti-mouse IgG, HRP-conjugated rat MAb-anti-rabbit or rabbit 
HRP-conjugated polyelonal anti-goat IgG) were acquired from Biosources 
International (Camarillo, CA). Primary GSTnl and calnexin antibodies, caspase 4 
substrate (Ac-LEVD-AFC), caspase 3 substrate (Ac-DEVD-AMC), calpain substrate 
(Suc-LY-AMC), caspase 4 inhibitor (LEVD-CHO), caspase-3/7 inhibitor 1 (5-[(S)­
(+)-2-(methoxy-methyl)pyrrolidino]sulfonylisatin) and general caspase inhibitor (2­
VAD.fmk) were obtained from Calbiochcm (La Jolla, CA). Caspase-12 fluorometric 
assay kit was from BioVision (Mountain view, CA). Chemical reagents such as 
dithiothreitol (DTT), percoll, digitonin, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 
protease inhibitors cocktail, sodium deoxycholate, Triton X-100, ethylene glycol-bis­
(2-aminoethyl)-N,N,N',N'-tetraacetic acid (EGTA), sodium fluoride (NaF), 0,0' ­
bis(2-aminophenyl)ethyleneglycol-N,N,N',N'-tetraacetic acid (BAPTA), 0,0'-bis(2­
aminophenyl) ethylenegly-col-N,N,N',N'-tetraacetic acid, tetraacetoxymethyl ester 
(BAPTA-AM), Hoechst 33258, propidium iodide (PI) and calpain inhibitor (Ac­
LLnL-CHO) were acquired from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Finally, 
primary cytochrome oxidase antibody, 1-[2-Amino-5-(2,7-dichloro-6-hydroxy-3-oxo­
9-xanthenyl)phenoxy]-2-(2' -amino-5'-methylphenoxy)ethane-N,N,N',NI-tetraacetic 
acid, penta-acetoxymethyl ester (Fluo-3-AM), 21,7'-dichlorodihydro-fluorescein 
diacetate (H2DCF-DA), dihydro-ethidine, carbonylcyanide-trifluoro­
methoxyphenylene hydrazone (FCCP) and 5,5,6,6' -tetrachlo-ro l,l' ,3,3' -tetraethyl­
benzimidazolyl-carbocyanine-iodide (JC-l) were purchased from Molecular Probes 
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(Eugene, OR). Caspase 12 substrate (Ac-ATAD-AFC) was purchased from MBL 
International (Constitution Way Wobum, MA). 
Cell culture- Human cervical adenocarcinoma HeLa ceUs (ATCC no. CCL-2) 
were cultured as monolayers in Eagle's modified Dulbecco medium supplemented 
with L-glutamine (2 mM), sodium pyruvate (l mM) and 10% foetal bovine serum 
(Gibco Canada, Burlington, ON) at 37°C and 5% C02 (Bettaieb and Averill-Bates 
2005). Medium was replaced with fresh medium 24 h prior to experiments. Cells 
were harvested using O.Smg/ml trypsin/O.2mg/ml EDTA in phosphate-buffered saline 
(PBS) and washed by centrifugation (l OOOxg, 3 min). There was no loss of cell 
viability in cells heated at 400C for 3h, evaluated by trypan blue exclusion (data not 
shown). 
Heat treatment- To induce thermotoleranee, confluent ecUs were transferred 
to an incubator for 3h at 40°C ± O.loC, following a period of 20 min to allow the 
temperature of the culture medium to reach 40°C (Przybytkowski, Bates et al. 1986). 
Non-thermotolerant cells were pretreated with extracellular calcium chelator BAPTA 
(l00 !lM) or cell-permeable chelator BAPTA-AM (l00 !lM), or inhibitors of caspase 
12 (l0 !lM), caspase 4 (20 !lM), calpain (l0 !lM) or caspases 7/3 (50 !lM), as 
indicated. Thermotolerant and non-thermotolerant cells were heated (37-4S°C) for 3h 
in temperature-controlled waterbaths (±0.02°C) (Haake D8, Fisher Seientific, 
Montreal, QC), allowing 3 min for the cell suspension to reach the appropriate 
temperature. 
lntracellular free Ca2+ measurement- The Ca2+-sensitive fluorescent 
indicator, Fluo-3-AM was used as described previously (Jakubczak el al., 2007) with 
modifications. Cells were preloaded, with or without extracellular calcium chelator 
BAPTA (100 !lM) or intracellular chelator BAPTA-AM (l00 !lM), for 2h. Cells were 
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then heated for 2h at 42- 45°C in fresh medium. Only BAPTA was kept during heat 
treatment. As a positive control for Ca2+ release from ER stores, A23187 (5 llM) was 
added to cell preparations for 30 min. Cells were then loaded with 5 llM Fluo-3-AM 
for 45 min at 37°C in the dark. Cells were thereafter washed with PBS and stained 
with 25llM propidium iodide (Pl). Fluo-3-AM fluorescence was detected using a 
FACScan flow cytometer (BD Biosciences, Mississauga, ON, Canada) equipped with 
an argon ion laser (488 nm) using Cell Quest Software. Data (10,000 cells) were 
collected for emission intensity at wavelengths of 530 nm for Fluo-3 (FL-l) and 682 
nm for PI (FL-3). Only live cells with a low Pl fluorescence were analyzed. 
Morphological analysis of apoptosis- Following heat treatment, apoptotic 
cells were stained with Hoechst 33258 (50 llglml) (blue-green fluorescence) and 
necrotic cells were stained with Pl (50 llg/ml) (red fluorescence) (Bettaieb and 
Averill-Bates 2005). Cells were visualized by fluorescence microscopy (model lM, 
Carl Zeiss Canada Ltd, St. Laurent, QC). For each condition, at least 200 cells were 
counted. The percentages of apoptotic or necrotic cells were calculated relative to 
total cells (obtained using bright field illumination). 
Western blot analysis of protein expression- After heat treatment, cells 
were Iysed in buffer T (Samali, Cai et al. 1999) containing 100 mM sucrose, 1 mM 
EGTA, 20 mM MOPS, 0.1 mM DTT, 5% freshly added percoll, 0.01% digitonin, 1 
mM PMSF and cocktail of protease inhibitors (pH 7.4). Thereafter, debris, unbroken 
ce Ils and nuclei were removed by centrifugation (1 O,OOOg, 10 min). Proteins (30 llg) 
(Bradford 1976) were separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS­
PAGE) (8%-12%) (Laemmli 1970) and immunodetected using primalY antibodies 
recognizing PARP (1: 500), llcalpain (1: 1000), caspase 12 (1: 1000), caspase 4 
(1: 1000), ICAD (1 :2000), procaspase-7 (1: 1000), Noxa (1: 1000), Puma (1: 1000), 
Bcl-xL (1: 1000), Bax (1: 1000), Bim (1: 1000), Bik (1: l 000), Bak (1: l 000), vinculin 
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(1:1000), Bip (1:2000) and CHOP (1:S00) (Bettaieb & Averill-Bates, 200S). Protein 
expression was ana1ysed using IPGEL software, relative to GAPOH (1: SOOO) loading 
contro1s. 
Subcellular fractionation- Following heat treatment, fractionation was 
performed as described previous1y (Bettaieb & Averill-Bates, 200S) with 
modifications. Cells were washed with coId buffer W (100 mM sucrose, 1 mM 
EGTA, 20 mM MOPS, pH 7.4) and resuspended in 1ysis buffer F (100 mM sucrose, 1 
mM EGTA, 20 mM MOPS, 0.1 OTT, S% fresh1y added percoll, 0.01 % digitonin, 1 
mM PMSF and cocktail of protease inhibitors, pH 7,4). Membranes were broken 
using a dounce homogenizer (200 strokes/samp1e). Debris and unbroken cells were 
removed by centrifugation (SOOg for 10 min) and supernatants were then centrifuged 
(2 SOOg, S min) to separate nuclei (pellet). Supernatants were then centrifuged (lS 
OOOg, lS min) to separate mitochondria. Supernatants were centrifuged (100 OOOg, 1h) 
to separate cytosolic and microsomal (pellet) fractions. Nuclear, mitochondrial and 
microsoma1 fractions were resuspended in 1ysis buffer T. Cellular distribution and 
translocation of different proteins (30 Ilg) were ana1ysed by SOS-PAGE and Western 
blotting. Purity of nuclear, microsomal, cytoplasmic and mitochondrial fractions was 
verified using antibodies against 1amin A, ca1nexin, GSTrr 1 and cytochrome c 
oxidase, respective1y. 
Mitochondrial membrane potential (MMP)- Following heating (3h, 37­
45°C), cel1s were incubated with 1C-1 (S IlM) (Molecular Probes) for 30 min at 37°C 
(Oarzynkiewicz, Bruno et al. 1992). Data were collected using a FACSscan flow 
cytometer. Forward and side scatters were used to establish size gates and exclude 
cellular debris from the analysis. JC-1 emission was collected on FL-1 and FL-2 
channels at 530 (±20) nm and S90 (±20) nm, respectively. Cells (10,000) were 
299 
analyzed for each sample in FL-l and FL-2 channels, after removing PI-stained 
necrotic cel1s (FL-3; 620±15 nm). 
Caspase activity- Fol1owing heat treatment in cells that were pre-incubated 
with or without calcium chelators, inhibitors of calpain or caspase 317, caspase 
activity was determined as described previously (Stennicke & Salvesen, 1997; 
Bettaieb & Averill-Bates, 2005). Briefly, cells were centrifuged using a microfuge 
(3000 rpm, 3 min) and resuspended in reaction buffer (26 mM piperazine-N,N' -bis(2­
ethanesulfonic acid) (PIPES), 133 mM NaCl, 13 mM DTT, 1,3 mM EDTA, 0.13% 3­
[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-2-hydroxy-l-propane-sulfonic acid 
(CHAPS), 13% sucrose, pH 7.2). Cells were lysed at -20°C for 30 min and then 
appropriate caspase substrates (50 flM) were added. Caspase 9, 3 and 4 activities 
were measured by cleavage of Ac-LEHD-AFC, Ac-DEVD-AMC and Ac-LEVD­
AFC, respectively. The release of fluorescent products AFC or AMC was monitored 
during 30 min using a spectrofluorimeter (Spectra Max Gemini, Moleclllar Deviees, 
Sunnyvale, CA) with an excitation wavelength of 400 nm and emission wavelength 
of 505 nm for AFC or 380/460 for AMe. Caspase 12 activity was monitored using a 
caspase 12 flllorometric assay kit. Activities of caspases are represented as a relative 
cumulative fluorescence of the kinetic reaction and compared to untreated controls. 
Calpain activity- Calpain activity was monitored by measurement of AMC 
release using general calpain substrate Suc-Ly -AMC, as described for caspase 
activity. 
Immunoprecipitation- Following heat treatment, cell lysates were prepared 
by extraction with coId lysis buffer (25 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF, 1 
mM EDTA, 50 mM NaF, 1 mM sodium orthovanadate, and 1% Triton-X, pH 7.5 
supplemented with protease inhibitor for 30 min at 4°e. Debris was removed from 
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Iysates by centrifugation at 15,OOOg for 10 min. For immunoprecipitation (Harlow 
and Lane, 1999), lysates were incubated with 50 III of protein A-agarose beads 
(Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, QC) precoated with rabbit anti-IRE-i 
polyclonal antibodies (Santa Cruz Biotechnology) for 2h at 4°C. The beads were 
washed three times with RIPA buffer and the appropriate proteins were analyzed by 
15% SDS-PAGE and Western blotting. 
Statistics- Data represent means ± SEM from at least 3 independent 
experiments. When not shown, error bars lie within symbols. Comparisons among 
multiple groups (comparison of curves for thermotolerant versus non-thermotolerant 
ce1ls; ceUs ± caspase or calpain inhibitors, calcium chelators) were made by one-way 
analysis of variance (ANOYA). The Bonferroni-Holmes adjustment was used to 
control for the Family-wise error rate at a desired level (a=5%). Software used was 




Heat shock induces the expression of CHOP/GADD153 
Exposure of HeLa cells to lethal heat shock (42-45°C) for 3h led to a 
significant increase in expression of CHOP in celllysates (Figure 1A-B) and in the 
nuclear fraction (Figure 1C-D), compared to controls at 37°C. The heat induction of 
CHOP expression was diminished in therrnotolerant cells (3h, 40°C). 
Heat shock induces relocalization of Bcl-2 family proteins 
Several pro-apoptotic proteins of the Bel-2 family such as Bax, Bak, Bim and 
Bik were shown to play a role in ER stress-mediated apoptosis and suppress the anti­
apoptotic activity of other Bcl-2 family proteins such as Bcl-2 and Bel-xL (Heath­
Engel et al., 2008). The intracellular localization of these proteins is key for their 
activity. To analyze the intracellular re-Iocalization of different anti-apoptotic and 
pro-apoptotic Bcl-2 family proteins in HeLa cells cxposed to hyperthermia, post­
nuelear extracts of cells were fractionated into the heavy membrane (mitochondria­
rich), S3ÛÛ (cytosol), and light membrane (ER-rich) fractions (Figure 2A-D). Purity 
of fractions was confirmed using markel' proteins representing the nuclear, 
mitochondrial, cytosolic and ER-rich fractions: lamin A, COX, GSTrcl and calnexin, 
respectively (Figure 2E). 
First, changes in expression of Bel-2 family proteins were evaluated in whole 
cell extracts (Figure 2A). Interestingly, hyperthermia (42-45°C) caused a decrease in 
expression of anti-apoptotic proteins Bcl-2 and Bcl-xL, compared to controls at 37°C 
(Figure 2F-H; Figure 2I-L). In therrnotolerant cells, on the other hand, these 
decreases in expression of anti-apoptotic proteins were significantly attenuated 
(Figure 2A). 
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Bim has three distinct isoforms; Bim (short) (Bim-S) is constitutively pro­
apoptotic, whereas Bim (long) (Bim-L) and Bim (extra long) (Bim-EL) can be 
expressed in healthy cells in an inactive form (O'Connor et al., 1998). Heat (42-45°C) 
caused a significant increase in expression of pro-apoptotic proteins Bim-S, Noxa and 
Puma in whole cell Iysates (Figure 2Y-Z9), and small increases in Bax and Bik 
(Figure 2M-P; Figure 2U-X), compared to controls (37°C) (Figure 2A). Bak, Bim-L 
and Bim-EL were not affected by hyperthermia (Figs. 2A-D). Thermotolerance 
induced at 40°C significantly reversed these heat-induced changes in expression of 
Bim-S, Noxa and Puma, therefore protecting membrane integrity and cellular 
homeostasis (Figure 2Y-Z9). 
Figs. 2B-D show that hyperthermia alters subcellular location of several Bel-2 
family proteins, compared to controls at 37°C. Bel-2 is absent in the cytosol of HeLa 
cells (Figure 2B), in agreement with previous work (Nomura ct al., 1999). Bel-2 is 
localized in mitochondrial and ER-rich fractions and its levels decreased significantly 
in these compartments during hyperthermia (42-45°C) (Figure 2C-D; Figure 2F-H). 
Bel-2 levels did not increase in cytosolic (Figure 2B) or nuclear fractions (data not 
shown), suggesting that Bcl-2 does not translocate to other compartments, but rather, 
undergoes degradation during heat shock. Similar significant decreases occurred for 
Bel-xL levels in the mitochondrial and ER-rich compartments during heat shock 
(Figure 2C-D, Figure 2I-K). However, unlike Bcl-2, Bei-xL was present in the 
cytosol, where its levels also decreased during hyperthermia (42-45°C). Hyperthermia 
(42-45°C) caused a significant decrease in levels of the pro-apoptotic proteins Bax, 
Bak, Bik and Bim-S in the cytosol (Figure 2B), while there were corresponding 
increases in their levels in the mitochondrial and ER-rich fractions (Figure 2C-D). 
During heat shock (42-45°C), levels of pro-apoptotic proteins Noxa and Puma 
decreased significantly in the cytosol, with corresponding increases in the 
mitochondrial fraction (Figure 2B-C). Puma and Noxa were not detected in ER-rich 
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fractions (Figure 2D). Together, these findings show that hypertherrnia causes an 
imbalance between anti-apoptotic and pro-apoptotic proteins at the mitochondrial and 
ER membranes, therefore sensitizing cells to apoptosis. A pro-apoptotic imbalance 
results in disruption of membrane function as weil as increased permeabilization, 
which usually leads to release of pro-apoptotic factors such as cytochrome c from 
mitochondria or calcium from the ER. It is important to note, for ail these proteins, 
the role of mild therrnotolerance induced at 40°C in protecting the cell from 
intracellular relocalization of pro-apoptotic members or degradation of the anti­
apoptotic Bcl-2 family proteins (Figure 2B-D). 
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Heat shock induces disruption of calcium homeostasis 
Given that hyperthermia caused a pro-apoptotic imbalance at the ER, we 
investigated whether this could result in disruption of calcium homeostasis and ER­
mediated apoptosis. Disruption of calcium homeostasis could be a consequence of 
cellular influx of extracellular calcium across the plasma membrane and/or calcium 
release from intracellular pools such as the ER. Exposure of HeLa cells to heat shock 
(42-45°C) for 2h caused a significant increase in intracellular free calcium (Ca2+i) 
levels, compared to controls at 37°C (Figure 3A,C). The highly selective calcium 
ionophore A23187 served as a positive control for mobilization of Ca2 +j from ER 
stores (Figure 3C). There was significant reversai of these increases in Ca2+j in 
thermotoJerant cells (Figure 3B,C). 
It has been reported that calcium from both intracellular and extracellular sources can 
contribute to apoptosis (Bcrnardi and Rasola, 2008). To identify the source of 
calcium during hyperthermia-induced calcium deregulation, cell-permeable calcium 
chelator (BAPTA-AM) and its non-permeable form (BAPTA) were used. When cells 
were incubated with the non-permeable chelator BAPTA, before and during heat 
shock, Ca2+; levels increased to a lower extent by 1.5-fold at 42°C. Pretreatment of 
ceUs with BAPTA-AM led to lower increases in Ca2 +j levels by IA-fold at 42°C. 
BAPTA-AM was removed during heat shock treatment to avoid chelating 
extracellular calcium once it enters cells. However, neither BAPTAnor BAPTA-AM 
used alone was able to completely prevent the heat-induced increase in Ca2+j levels. 
These results suggest that calcium from both intracellular and extracellular sources is 
involved in disruption of calcium homeostasis by heat shock. 
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Heat shock activates calpain proteases 
Disruption of calcium homeostasis is known to activate calcium-dependent 
cysteine proteases known as calpains. Ubiquitous mu and ll-calpains have been 
implicated in apoptosis. Calpains are widely distributed in the cytosol and their levels 
increase at membranes in response to signaIs such as calcium (Gil-Parrado et al., 
2003). Activity of Il and mu-calpains is modulated by a specific endogenous inhibitor, 
calpastatin. Heat shock (42-45°C) caused cleavage of calpastatin (1 26kDa) to 
generate two cleaved fragments of 110kDa and 92kDa, compared to controls at 37°C 
(Figure 4A-D). Mild thermotolerance significantly attenuated heat shock-induced 
cleavage of calpastatin. Similar to calpastatin, hyperthermia caused cleavage of native 
ll-calpain (11 OkDa) with a concomitant increase in the cleaved active form (86kDa) 
(Figure 5A-C). In controls at 37°C, calpain and its cleavage fragment were not 
detected in the ER-rich fraction (Figure 5D). However, during heat shock, there was 
re-localisation of the 86kDa fragment to the ER (Figure 5D,E). Hyperthermia (42­
45°C) caused a significant increase in calpain enzymatic activity (Figure SF). 
Ionomycin was used as positive control for calpain activation. In thermotolerant cells, 
calpain cleavage, ER re-localization of the cleaved fragment and increased enzymatic 
activity during heat shock were significantly diminished (Figure 5A-E). Both BAPTA 
and BAPTA-AM inhibited the heat-induced increase in enzymatic activity (Figure 
SF), which indicates that both intracellular and extracellular sources of calcium are 
invoJved in calpain activation. 
The cytoskeletal protein vinculin is a substrate of calpains. The intensity of 
vinculin (11 OkDa) expression decreased significantly in ceUs exposed to 
hyperthermia (42-45°C), compared to controls at 37°C (Figure 6A,B). There was 
formation of a 90kDa cleavage fragment, which was significantly attenuated at 42­
43°C in thermotolerant ce Ils (Figure 6A,C). Inhibition of vinculin cleavage was also 
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obtained when cells were pre-incubated with calpain inhibitor (Figure 6A-C), which 
confirrns that calpain mediates vinculin cleavage during heat shock. 
Heat shock induces calcium independent disruption of mitochondrial membrane 
potential 
Heat shock is known to cause mitochondrial membrane depolarisation in 
HeLa cells (Bettaieb and Averill-Bates, 2005). We determine here whether 
mitochondrial membrane depolarization could arise from disruption of calcium 
homeostasis, using calcium chelators. Heat shock (42-45°C) caused a significant loss 
of mitochondrial membrane potential (MMP) compared to controls at 37°C, assessed 
using the carbocyanine JC-l (Figure 7). FCCP was used as positive control for loss of 
MMP. However, cells pre-treated at 40°C showed increased membrane potential at 
37 to 43°C, but not at 45°C (Figure 7). The calcium chelators BAPTA and BAPTA­
AM reversed the loss of MMP at 42°C, but had little effect at higher temperatures 
(Figure 7). 
Hyperthermia activa tes caspases 4 and 12: role of calcium 
Caspase 12 activation is one of the hall marks of ER-mediated apoptosis. 
Oeregulation of calcium homeostasis and activation of m and fl-ca1pains have been 
shown to be involved in the induction of caspase 12. lt was reported that the human 
caspase-12 gene contains several mutations, which make it functionally inactive and 
it has been suggested that caspases-4 and 5 may be the functional counterparts of 
murine caspase-12 in human cells (Lamkanfi et al., 2004). Conversely, proteolytic 
cleavage and activation of caspase 12 was reported recently in HeLa cells (Hu et al., 
2005). lndeed, hypertherrnia (42-450C) caused a decrease in expression of pro­
caspase 12 (55 kOa), as weil as increases in the active cleavage fragments for 
caspase-12 (42 kOa) (Figure 8A-B) and caspase-4 (20 kOa) (Figure 8C-0). Cleavage 
of caspase-12 was prevented in therrnotolerant cells that were treated for 3h at 40°C 
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(Figure 8A,B). For caspase-4, cleavage at 42-430C was inhibited in thermotolerant 
cells (Figure 8C,D). Together with procaspase cleavage, enzymatic activities of 
caspases-12 and -4 increased significantly in HeLa cells at 42 to 450C (Figure 9A,B). 
Thermotolerance induced at 40°C attenuated the activation of both caspases. 
We subsequently investigated the role of calcium in the activation of caspases 
12 and 4. Several authors described the mechanisms of caspase 12 activation. Apart 
from its direct activation by calcium-activated calpains, an interaction between the 
transmembrane serine/threonine protein kinase stress sensor molecule lREI located at 
the ER and procaspase 12 leads to the activation of caspase 12 through ASK-1 and 
the adaptor molecuJe Traf-2. Procaspase 12 can also be cleaved and activated by the 
active cytosolic caspase 7. To address these issues, we first analyzed the role of 
calcium in activation of caspases in ER-mediated apoptosis during heat shock. 
Indeed, the calpain inhibitor reduced the activation of caspase 12 and caspase 4 
caused by heat shock (42-25°C for caspase-12; 42-43°C for caspase-4). Similarly, 
both calcium chelators BAPTA and BAPTA-AM inhibited the activation of these 
caspases (Figure 9A,B), suggesting that deregulation of calcium homeostasis and 
calpain activation are key factors for the activation of caspase 12 and caspase-4. 
As shown in Figure 9C, heat shock caused an increase in caspase 7 enzymatic 
activity. However, an inhibitor of caspase 7 did not reduce caspase 12 or 4 activities 
(Figure 9A,B), which excludes the hypothesis of direct activation of these caspases 
by caspase 7. We subsequently investigated the role of ASK-l and Traf-2 in caspase­
12 activation (Figure 10). Exposure of HeLa ceUs to heat shock did not significantly 
affect levels of ASK-l (Figure 10A-D) or Traf-2 (Figure 10C-H) at the ER membrane 
or in the cytosol. In order to see if caspase 12 binds to an lREl/Traf-2 complex, 
immunoprecipitation of lRE-1 protein was assessed using Ire-I antibody. Neither 
procaspase 12 nor ASK-1 nor Traf-2 was bound to IRE-l, suggesting that caspase 12 
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is activated through other mechanisms than an lRE-lITraf-2 comp1ex (Figure 101). 
Together, these results show that activation of both caspase 4 and caspase 12 is 
calcium dependent and activated main1y by calcium-activated ca1pains. 
Finally, we determined whether calcium plays a role in the execution phase of 
apoptosis during heat shock heat, or if there are other factors or mechanisms 
contributing to this phase. Hyperthermia (42-43°C) activated the downstream effector 
caspase 3 (Figure Il) and caused nuclear chromatin condensation (Figure 12A). 
BAPTA, BAPTA-AM and calpain inhibitor caused small decreases in caspase-3 
activation, but none of these compounds was able to inhibit completely heat shock­
induced activation of caspase 3 (Figure Il). Hyperthermia-induced chromatin 
condensation was also partially inhibited by BAPTA and BAPTA-AM at 42 and 43°C 
(Figure 11 C,D,I). However, calpain inhibitor had no effect (Figure 1IE,I). 
Furthermore, chromatin condensation was a1so partially diminished by inhibitors of 
caspase 12 and caspase 4 at 42 and 43°C (Figure IIF,G,I). Caspase-3 activation 
(Figure Il) and chromatin condensation (Figure 12B,I) were significantly decreased 
in thermotolerant cells. These findings suggest that induction of caspase 3 activity 
and chromatin condensation by heat shock are partially dependent on disruption of 
calcium homeostasis and apoptosis mediated by the ER. However, other pathways are 
involved in heat-induced apoptosis. 
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Discussion: 
Hyperthermia is known to be cytotoxic at temperatures above 41 ° C and 
selectively lethal to cancer cells, while mild hyperthermia (39 to 40,5°C) is known to 
be beneficial to tissues and organs (van der Zee J et al., 2002). It has been reported 
that mild hyperthermia correlates with the transient expression of several heat shock 
proteins that are able to protect cells not only against lethal hyperthermia but also 
against several other stresses such as stress due to heavy metals and injuries caused 
by reactive oxygen species (Baronzio G et al., 2007). In the present study we 
assessed both kinds of hyperthermia (non-lethal and lethal) in order to better 
understand the mechanisms involved in cellular response to the variation of 
temperature. Since hyperthermia is used as an alternative technique to surgery and 
chemotherapy in treatment of cancer, the aim of this study was to improve our 
knowledge about how hyperthermia acts. We hypothesized that with the use of both 
lethal and non-lethal hyperthermia we can improve cancer treatment by increasing the 
death of tumor cells and enhancing the resistance of healthy cells to cytotoxic effects 
of classic methods of cancer treatment. 
This is the first report to show the involvement of ER stress, specifically seen 
as caspase-4 and -12, as weil as CHOP, Puma and Noxa, in heat shock-induced 
apoptosis. This report provides also novel evidence of heat shock-induced apoptosis 
and its molecular mechanisms in HeLa cells. We confirmed here that heat shock­
induced ER stress-mediated apoptosis upon thermal stress is likely explained by the 
disruption of calcium homeostasis. Specifically, we have demonstrated that heat 
shock-induced ER stress mediated apoptosis (a) activates the UPR leading to 
increased expression of CHOP, (b) induces proteolytic cleavage of procaspases 12 
and 4, (c) enhances the loss of mitochondrial membrane integrity and (d) increases 
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the presence of several members of BH3 only Bcl-2 family. Consistent with our 
previous results (Bettaieb and Averill-Bates, 2005), thermotolerance induced at 40°C 
conferred a protective effect in HeLa cells against subsequent heat shock-induced 
apoptosis. A significant increase in the ER resident chaperone Bip/GRP 78 was 
observed in thermotolerant cells. 
This is also the first report to show that heat shock-induced apoptosis is not 
exclusively dependent on one unique pathway of apoptosis. The role of Bcl-2 family 
member in heat shock-induced apoptosis is at present unclear. The localization of 
these proteins is the key for their activity. It is generally accepted that translocation of 
cytosolic Bax to the mitochondria is the critical cause of mitochondrial membrane 
depolarization which results in cytochrome c release and caspase-9 activation. 
However, Bax is not the only protein that translocates to the mitochondria upon 
thermal stress. For example, Bim, which in normal conditions is associated with 
cytoplasmic dynein, thereby inhibitlng its apoptotic signalling, translocates to 
mitochondria to induce the intrinslc pathway under specific circumstances. Similarly, 
translocation of Bim to the ER membrane in response to ER stress is an important 
step towards activation of caspase 12 and initiation of the ER mediated apoptosis in 
Bim transfected C2Cl2 murine myoblast cells (Morishima et al., 2004). The same 
study also showed that Bcl-xL can suppress ER stress induced apoptosis not by a 
direct effect on the mitochondrial outer membrane but by sequestration of 
cytoplasmic pro-apoptotic members of the same family. Alternatively, Mathai et al. 
(2005) showed that the release of Ca2+ from the ER store requires the recruitment of 
Bak and Bax to the ER membrane ln baby mouse kidney cells. This Bax, Bak­
dependent release of Ca2 + from endoplasmic reticulum stores is regulated by the BH3 
only protein Bik and requires conformational changes. 
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Bik was also shown to initiate an early release of Ca2 + from ER upstream of 
the activation of effector caspases. Moreover, ER stress-induced apoptosis may be 
mediated by expression of Puma and Noxa. The expression of these two members of 
the BH3 only bcl-2 protein family, in addition to Bax and Bid, is known to be up­
regulated by p53. Several studies showed a role of Puma and Noxa in 
permeabilization of the outer membrane of the mitochondria and the ER. Similarly, 
both Bax and Bak, are known to induce permeabilization of the mitochondrial outer 
membrane through an intramembranous homo-oligomerization. Evidently, 
antiapoptotic members of the Bcl-2 family exert their antiapoptotic actions either by 
heterodimerization with pro-apoptotic members, especially BH3 only proteins, or by 
directly protecting mitochondrial membrane integrity. Bcl-2 protein is also found at 
the ER (in addition to mitochondria and nuclear membrane), and its over-expression 
resulted in ER calcium release. A controversial study showed that the subcellular 
location Bcl-2 protein may influence its antiapoptotic role as shown in cells 
overexpressing Bcl-2 (Foyouzi-Youssefi et aL, 2000). Bax is also been found to be 
able to bind to ER membrane resident Bcl-2 protein (Oakes et aL, 2003). Other than 
Bax, Puma, Noxa and Bim also translocate to the mitochondrial membrane 
suggesting that they may play a role in sensitizing mitochondrial membrane to heat 
shock by interfering with the anti-apoptotic members of the same family as described 
with other stresses (Nickson et aL, 2006; Li and Lee, 2006). Yet, whether heat shock­
induced apoptosis is caused by the translocation of pro-apoptotic proteins to specifie 
organelles or it is a matter of the duration of stress, is still unclear. However, our 
findings could contribute to the prognostic relevance of pro-apoptotic/anti-apoptotic 
onco-proteins ratio present in the ER and mitochondrial membranes, since in both 
organelles, this ratio is balanced in favour of pro-apoptotic Bcl-2 proteins in normal 
cells (Scheme!). Since induction of thermotolerance did not alter the balance between 
these two kinds of proteins, we believe that the way that thermotolerance might 
protect ceUs against toxicity of subsequent exposure to high temperature is by 
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maintaining a stable balance between the pro-and anti-apoptotic proteins, either by 
enhancing the presence of anti-apoptotic proteins in the ER and mitochondrial 
membranes or by limiting the translocation of the pro-apoptotic proteins to these two 
organelles. 
These findings also suggested that the ER-mediated apoptosis might be the 
consequence of prolonged stress due to the accumulation of unfolded proteins in the 
ER since we did not see a disruption of calcium homeostasis before 30 minutes of 
thermal stress (data not shown). Meanwhile, in our previous study we showed that 
Bax translocates to mitochondria and causes cytochrome c release within 30 minutes 
at 43 and 45°C (Bettaieb and Averill-Bates, 2005). Nevertheless, there are also 
studies reporting an early release of cytochrome c from mitochondria by lethal heat 
shock (43°C) (Li et aL, 2000) which confirm our findings and suggest that apoptosis 
induced by lethal heat shock is mainly mitochondrial-mediated cell death rather than 
ER-induced apoptosis. 
The role of thermotolerance in the protective effect against cytotoxic effects 
of the pro-apoptotic members of the Bc-2 family has not been fully elucidated yet. 
However, several studies proposed an interesting mechanism of regulation of the 
function Bcl-2 proteins involving heat shock proteins in direct or indirect way (for 
review see Creagh et aL, 2000). Sorne of these studies, for instance, have implicated 
the modulation of Bcl-2-dependent apoptosis by heat shock protein 70 (HSP 70) and 
it was reported that HSP 70 blocks heat-induced apoptosis by inhibiting the 
translocation of Bax to mitochondria and thereby inhibiting the release of pro­
apoptotic factors such as cytochrome c or AIF from mitochondria (Stankiewicz et aL, 
2005; Lachapelle et aL, 2007). Similarly, stress-inducible HSP 70 is also reported to 
prevent the stimulation of Bid-induced mitochondrial pathway of apoptosis by 
inhibiting the cross-talk mechanism in response to TNF (Chauhan et aL, 2003). HSP 
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70 can also prevent indirectly the activation of several pro-apoptotic Bcl-2 proteins 
by MAP kinases. For example, HSP 70 negatively regulates JNK activity by 
promoting either JNK dephosphorylation (Meriin et al., 1999) or suppressing its 
direct phosphorylation and activation by the upstream kinase SEK (Park et al., 2001). 
In contrast, phosphorilative activity of JNK is known to activate several members of 
Bcl-2 family and deactivate others. Direct phosphorylation and activation of Bim and 
Bmf that are normaUy sequestered by binding to dynein and myosin V motor 
complexes leads to Bax/Bak-dependent mitochondrial apoptosis (Lei and Davis; 
2003). Further, JNK promotes Bax translocation to mitochondria through 
phosphorylation of 14-3-3 in response to DNA damage. Thus, the inhibition of JNK 
activity by HSP 70 may prevent the translocation of Bax to mitochondria (Tsuruta et 
al., 2004). 
In addition to HSP 70, HSP 27 was also found to mediate the suppression of 
Bid translocation to the mitochondria (Paul et al., 2002). HSP 27 can also inhibit 
indirectly apoptosis by interacting and stabilizing pro-survival proteins such as Akt 
(Rane et al. 2001) which is known to inhibit multiple proteins of the apoptotic 
machinery, including Bad and caspase-9 (Biggs et al., 1998; Ozes et al., 1999). 
The study of sensitivity of ceUs to heat shock and the effect of heat shock on 
calcium homeostasis are poorly understood. ln sorne studies, which investigated the 
effect of heat shock on protein aggregation (Meriin et al., 1999), intracellular pH (pHi) 
and intraceUular free calcium concentration [(Ca2+Ji) (Drumon et al., 1996), it has 
been reported that heat shock induces changes in both pHi and [Ca2+]i in Drosophila 
melanogaster larval salivary gland ceUs. These changes according to the authors are 
"not sufficient, nor are required for a complete induction of the heat shock response". 
Recently, heat shock was shown to induce MMP-I expression on a calcium­
dependent signaling process in human epidermal keratinocytes and that this process 
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reqUlres activation of epidermal transient receptor potential vanilloid-1 (TRPY 1). 
TRPY1 is a Ca2+ permeable non-selective cation channel activated by physical 
stresses and is known to play a l'ole in apoptosis (Li et al., 2007). In contrast to these 
studies, others found that exposure to heat shock does not affect calcium homeostasis. 
For instance, exposure of bone marrow-derived mast cells to 1 hour of heat shock 
(43°C) inhibits calcium mobilization (Mortaz et al., 2005). Similarly, in vivo heat 
shock preconditioning was shown to mitigate calcium overload during 
ischemia/reperfusion in the isolated, perfused rat heart (Szenczi et al., 2004). ln the 
same way Rahimi (2005) in his study on heat shock effect on broiler chicken showed 
that mild heat shock at early growth phase leads to the induction of thermotolerance 
without any change in plasma, glucose or calcium levels. Mild cranial hyperthermia 
(39°C) protected also against calpain-mediated spectrin degradation in the brains of 
rats subjected to 1 h of transient proximal middle cerebral artery (MCA) clip­
occlusion (Morimoto et al., 1997). 
Calpains are a family of cytosolic cysteine proteases, and their activation is 
preceded by increased levels of cytosolic calcium. It has been reported that increased 
cytosolic free calcium and calpain activation are early events in ER-induced 
apoptosis. lt was also demonstrated that activation of mitochondrial pathway under 
certain conditions could occur upon calpain-mediated cleavage of Bid (Mandic et aL, 
2002) or Bap31-mediated cleavage of pro-caspase 8 (Breckenridge et al., 2007). ln 
our previous study we showed that the use of Fas antagonist (Kp7-6) prevented 
caspase-8 activation by heat shock and also inhibited the cleavage of Bid by caspase­
8 (Bettaieb and Averill-Bates, 2007). Both events might occur during ER stress­
mediated apoptosis. Here we conclude that in heat shock-induced apoptosis, these 
events occur independently of ER stress and arise only upon stimulation of Fas 
receptor. Thus, induction of mitochondrial pathway of apoptosis by heat shock 
observed previously (Bettaieb and Averill-Bates, 2005) does not require ER stress, 
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which confirms the prevlOUS result of Bcl-2 proteins mobilization and release of 
cytochrome c, described eartier. However, induction of ER stress as a response to 
accumulation of unfolded proteins in the ER might be a cellular strategy to enhance 
apoptosis and avoid necrotic cell death. 
Conclusion: 
This is the first report to show the involvement of ER stress, specifically seen 
as caspase-12 activation and up-regulation of Grp78, in heat shock-induced apoptosis. 
We also present evidence for calpain-dependent activation of caspase-12 and caspase­
7. In accordance with calpain-mediated activation of caspase-12, both BAPTA/AM 
and calpain inhibitor were able to block heat shock-induced activation of both ER 
resident caspases (4 and 12) in HeLa cells. In contrast, they partially inhibited 
caspase-3 activation and DNA fragmentation. Exposure of cel1s to mild hyperthermia 
did not protect HeLa cells against protein aggregation and ER stress, since both 
CHOP and GRP78/Bip (data not shown) increased in both thermotolerant and non 
thermotolerant cells. However, thermotolerance diminished the disruption of calcium 
homeostasis, the activation of caspases-4 and -12 as weil as calpain cleavage and 
activation. In summary, in the present study we demonstrated a novel mechanism of 
action for heat shock. We show that severe heat shock is able to induce apoptosis 
independently of ER stress-mediated apoptosis, since mitochondrial injuries occur 
before ER stress and the inhibition of ER stress does not protect against apoptosis. 
Further, we show how interesting is the correlation between the induction of 
thermotolerance and the increase of expression of heat shock proteins, which are 
known to protect against several stresses including heavy metals, radiations and 
oxidative stress. Potentially, the most important outcome of this correlation is that the 
use of hyperthermia as an alternative leads to a re-evaluation to classic methods used 
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in cancer therapy and possibly to new, improved treatment strategies to overcome 
cancer treatment and mostly important, protect the surrounding tissues against side 
effects of classic treatment. 
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Figure 1: Hyperthermia induces expression of CHûP. Non-thermotolerant 
and thermotolerant cel1s were exposed to HS (3h, 42-45°C). Total cellular expression 
(A,B) and nuclear levels of CHOP (3IkDa) (C,D) were determined by Western blot. 
Protein levels are expressed relative to untreated controls at 37°C (100%). Data 
represent means ± SEM of at least three independent experiments: P < 0.05 (*), P < 
0.01 (**), for HS versus 37°C. P < 0.05 (#), P < 0.01 (##) for thermotolerant versus 
non thermotolerant cel1s at each temperature. 
Figure 2: Heat shock induces intracellular re1ocalization of Bcl-2 family 
proteins. Thermotolerant and non-thermotolerant cells were exposed to HS (3h, 42­
45°C). Protein expression of Bcl-2 (26kDa), Bel-xL (30kDa), Bax (21 kOa), Bak 
(30kDa), Bik (20kDa), Bim-S (19kDa), Bim-L 0, BimEL 0, Puma (24kOa) and 
Noxa (16kOa) in whole celllysates (A), cytosolic (B), mitochondrial (C) and ER rich 
(0) fractions is given relative to controls at 37°C (100%). Purity of subcellular 
fractions was verified using antibodies against lamin A, cytochrome oxidase (Cox2), 
GSTTl:i, and calnexin, for nuclear (89%), mitochondria1 (97%), cytoplasmic (98%) 
and microsomal fractions (92%), respectively. Data represent means ± SEM of at 
least three independent experiments. For definition of symbols for statistics, see 
legend to Figure 1. PC represents whole cel1lysate as positive control (C,O). 
Figure 3. Disruption of calcium homeostasis by hyperthermia. Non­
thermotolerant (A) and thermotolerant (B) cel1s were exposed to HS (3h, 42-45°C) 
and then label1ed with Fluo-3AM for 45min. Cel1s (10,000) were analysed by flow 
cytometry (FLl). Fluo-3 fluorescence is shown relative to the control at 37°C (100%) 
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(C). Calcium ionophore A23l87 (Iono.) was used as positive control. Data (C) 
represent means ± SEM of at least three independent experiments: P < 0.05 (*), P < 
0.01 (**), for HS versus 37°C. P < 0.05 (#), P < 0.01 (##) for thermotolerant versus 
non thermotolerant cells at each temperature. 
Figure 4. Heat shock causes calpastatin c1eavage. Therrnotolerant and non­
therrnotolerant cells were exposed to HS (3h, 42-45°C). Total protein expression of 
calpastatin (l26kDa) (A,B) and its cleavage products (llOkDa, 92kDa) (A,C,D) is 
given relative to the control at 37°C (100%). Data represent means ± SEM of at least 
three independent experiments. For definition of symbols for statistics, see legend to 
Figure 1. 
Figure 5. Heat shock induces c1eavage of calpain and translocation to the 
ER rich fraction. Non-thermotolerant and thermotolerant cells were exposed to HS 
(3h, 42-45°C). Representative blots are shown for protein levels of native (11 OkDa) 
and cleaved (86kDa) cal pain in whole cell lysates (A) and ER-rich fractions (C). 
Protein expression of calpain (B) and cleaved calpain (86kDa) in cell extracts (C) and 
ER rich fractions (E) is given relative to controls at 37°C (100%). Calpain enzymatic 
activity (F) is shown in cells, with or without pre-treatment for 2h with 100/.l.M of 
BAPTA, BAPTA-AM, or calpain inhibitor (1 0/.l.M). Data represent means ± SEM of 
at least three independent experiments. For definition of symbols for statistics, see 
legend to Figure 1. 
Figure 6. Hyperthermia induces vinculin c1eavage. Thermotolerant and 
non-thermotolerant cells were exposed to HS (3h, 42-45°C). Total protein expression 
(A,B) of vinculin (llOkDa) and its (A,C) cleavage fragment (90kDa) is given relative 
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to the control at 370C (l00%). Where indicated, ceUs were pretreated for 2h with 
calpain inhibitor (lOj.!M). Data represent means ± SEM of at least three independent 
experiments. For definition of symbols for statistics, see legend to Figure 1. 
Figure 7. Loss of mitochondrial membrane potential (MMP) during heat 
shock. Therrnotolerant and non-therrnotolerant cells were exposed to HS (3h, 42­
4S°C). Where appropria te, ceUs were pre-treated for 2h with 100j.!M of BAPTA or 
BAPTA-AM. JC-l fluorescence for 10,000 ceUs is given relative to the control at 
37°C. FCCP was used as positive control. Data represent means ± SEM of at least 
three independent experiments. For definition of symbols for statistics, see legend to 
Figure 1. 
Figure 8: Role of calcium in the activation of caspase-12 and caspase-4 by 
hyperthermia. Thermotolerant and non-thermotolerant ceUs, with or without 
BAPTA, BAPTA-AM, or inhibitors of caspase 7 or calpain, were exposed to HS (3h, 
42-4S°C). Representative blots (A, C) are shown for protein levels of (A) pro-caspase 
12 (SSkDa), and cleavage fragments for caspase 12 (l7kDa) and (C) caspase 4 
(2ûkDa). Expression of caspase-12 (B) and caspase-4 (D) are given relative to 
controis at 37°C (1.0). Data represent means ± SEM of at least three independent 
experiments. For definition of symbols for statistics, see legend to Figure 1. 
Figure 9: Activation of caspases-4, -7 and -12 by hyperthermia. 
Therrnotolerant and non-thermotolerant cells, with or without inhibitors of caspase 4 
(20j.!M), caspase 7 (SOIlM) or caspase 12 (l 0IlM), were exposed to HS (3h, 42-4S°C). 
Caspase-12 (A), caspase-4(B) and caspase-7 (C) activities are given relative to 
controls at 37°C (1.0). Data represent means ± SEM of at [east three independent 
experiments. For definition of symbols for statistics, sec legend to Figure 1. 
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Figure 10: ASK-1 and Traf-2 are not required for activation of caspase 4 
and caspase 12. Thermotolerant and non-thermotolerant ceUs were exposed to HS 
(3h, 42-45°C). Representative blots are shown for protein levels of ASK-l (l55kDa) 
and Traf-2 (55kDa) in cytosolic (ASK-l: A-B; Traf-2: E-F) and ER-rich (ASK-l: C­
D; Traf-2: G-H) fractions. Levels of proteins are relative to controls at 37°C (100%). 
(1) CeUs were subjected to immunoprecipitation using anti-1RE-l antibody. ASK-l, 
procaspase-12 and Traf-2 were detected by Western blot. PC and NC represent 
positive (whole ceU lysate) and negative controls (agarose beads), respectively. Data 
represent means ± SEM of at least three independent experiments. For definition of 
symbols for statistics, see legend to Figure \. 
Figure Il: Calcium does Dot mediate activation of caspase 3 by 
hyperthermia. Thermotolerant and non-thermotolerant ceUs, with or without 
BAPTA (lOOflM), BAPTA-AM (lOOflM), or calpain inhibitor (lOflM), were exposed 
to HS (3h, 42-45°C). Caspase-3 activity is given relative to the control at 37°C (\.0). 
Data represent means ± SEM of at least three independent experiments. For definition 
of symbols for statistics, see legend to Figure 1. 
Figure 12: Heat shock induces chromatin condensation which is mediated 
by calcium, caspase 4 and caspase 12. Thermotolerant (B) and non-thermotolerant 
(A) ceUs, alone or with (C) BAPTA, (0) BAPTA-AM, or inhibitors of (E) caspase-4, 
(F) caspase-12, or (E) calpain, were exposed to HS (3h, 42-45°C). Cells were stained 
with Hoechst and PI. Magnification: 320X. Fractions of apoptotic (H) and necrotic (1) 
ceUs are shown relative to total cells. Data represent means ± SEM of at least three 
332 
independent experiments. For definition of symbols for statistics, see legend to Figure 
1. 
Scheme 1: Heat shock alters the proapoptosis-antiapoptosis balance in 
Bcl-2 family proteins. (1) Beat shock caused a decrease in levels of proapoptosis 
proteins Bax, Bak, Bim, Bik, Puma and Noxa in the cytosol. Heat induced 
translocation of (2) Bax, Bak, Bik, Bim, Puma and Noxa to mitochondria, and (3) 
Bax, Bak, Bik and Bim to the ER rich fraction. (4) Beat shock caused a decrease in 
1eve1s of antiapoptosis proteins Bel-2 and Bel-xL in both ER and mitochondria. (5) 
Activation of death receptors by heat leads to increased levels of proapoptosis protein 
tBid at mitochondria (Bettaieb & Averill-Bates, 2009). (6) Beat causes an increase in 
propapoptosis proteins at mitochondria, (7) leading to cytochrome c release, (8) 
caspase activation, (9) nuelear chromatin condensation and (10) apoptosis. (11) The 
increase in proapoptosis proteins at the ER resu lted in caspase-12 activation and 
apoptosis. 
~  Figure 1: Heat shock induces the expression of CHOP 
'" 
A-Total CHOP Expression	 C-CHOP in nuclear Fraction 
i 
NormalCHOP	 .1 - - -1 Normal CHOP[~ _ 
31 kDa [ _ ~ .-... Thermotolerant 31 kDa 1 ~ - === t~cC 1 Thermotolerant 
36kDa 1_ "'_1 GAPDH 68kDa I~?';--- --!~I  Lamin A 
37 42 43 45 37 42 43 45 
Temperature (OC) Temperature (OC) 
D Normal 
Id Thermotolerant 
B- Total Expression	 D- Nuclear fraction 





ln::::' ~ 1: 400	 * 
0.. 0	 ~ e150 l... ...x u o..C
 ~ ~ 300 Wx u 0
** 
o	 ~ a... 0 100
 
0'"
~ ~  200 I ~
 
- v ~ ~ 50




o ::J	 0Z 
37 42 43 45	 37 42 43 45 





..q Figure 2: Heat shock induces relocalization of Bcl·2 family proteins 
M 
M 












Norm a 1 cells Thermotolerant cells 
BeI-2 
~_~~(.5'u",* .~"~--~ ~~~1 ·C·:•.' (~~~: I.-:~-~ Bei-xL 
-

~~~( :.~-l f" .- e-JflLi C ._-', .( ~.. -- ~ ... Bax
 
- ~--'" !f'.' . -- -~.,  
Ir-d~'-~~~,-". --._,~- .. <......~  Bak
.. ~-,  ,.,-- -- . --' - --=-~."""'_~'  .. ---.,.-r 
~ Bik 
Bim-EL ~~ i... 1:: -..... }-.~ _­~ ·'~.::t=--h 1;.~.-1_ Bim-L 
- ",. 
"1"_ -- r ~ '"--. '. ~.,._  ." 
~ ~",-~-
--- ....... ;w.z - :-..... ,. - Bim-S 
.-
_Puma 
~ I~~:*"  ,...... l'-=~ . 
-
, 
Noxa ~ .. ~ __ 1 ~~. _ ~-~-~:_' <e_~~-
- -
~~~=-"~ ;,.....,... 1'" GAPDH 






Figure 2: Heat shock induces relocalization of Bcl·2 family proteins 
M 
M 
B- Protein Expression in cytosolic fraction:
 
Normal eells Thermotolerant eells
 
1 1 











PC 37 42 43 45 PC 37 42 43 45 
Temperature (DC)Figure 28 
\0 Figure 2: Heat shock induces relocalization of Bcl-2 family proteins
M 
M 
c- Protein Expression in mitochondrial fraction:
 
Normal eells Thermotolerant eells
 
~ 
i --~--26kDa -,r .-- ,--'" - ......- - ...... ----- 'C=~o-''' Bel-2 
:.:: ~.t~~ l ,,- -~~  'L~  ~  ,., .~~=~J  ,5 ~.~  ~-(  Bei-xL 
21kDa ~  l(~'éo,'  (.-- -:.~- -~  """ . . -. ~,  <gj;~:'  IMEL.' Bax 
30kDal-.a ~  - - - -1 :'" _ '77P, '.... 1..... '... Bak 
20kDa ...... i.-'- • i_.... ;~·i~·I_1 Bik 
24kDa Bim-EL
",,'C}.-.t .. ,l'Tf••• ~-::~_  ~.~-~._.::  !....21kDa Bim-L 
19kDa '-=-, ''::'''-''''~  . Bim-S 
_.
-
24kDa ------ ........ '~, ----- ~ .-- .-.- Puma 
~16kDai ~r"  ~.. l~  "~I  ~  ~'INoxa  
37 42 43 45 37 42 43 45 
Temperature (OC) 
Figure 2C 
~ Figure 2: Heat shock induces relocalization of Bcl-2 family proteins 
('<") 
0- Protein Expression in ER rich fraction: 




























Figure 2: Purity of fractionation 
E 










mit: mitochondrial fraction 
nue: nuelear fraction 
cyt : cyto soli c fracti 0 n 
mic : microsomal fraction 
0\ 
M 
M Figure 2: Bcl-2 Protein Expression 






~ 8 75 
Q.o
x .... 
~ ~ 50 
'~ '-iJ 
.... ~ 




















~ 8 75 
Q.o
x .... 
~ ~ 50 
"~ "-iJ 
.... ~ 











.. ­c­"~gIII C 
III 0 
H: Cytosolic fraction 
125 
100 
~ ~  
x .... 
w cv 







o I!·' 1 - 1 _1 , ­
37 42 43 45 
Figure 2F-H Temperature (oC) 
o Figure 2: Bel-xl Protein Expression 
M """ 
1: Total celllysate J: Mitochondrial fraction 
125 125# 
cC'c::=­
o ~ 100.~  ~  100 .- .... 
U' .... 11l C
 
U' s: 11l 0
 
cv 0 
... u 75 ~u 75 0.. 0~o x .... 
w'" W cv 50.=.~  50 .= .~ 
.2.l~ .2.l~ 
o- o cv 
"'ri 25ô: ~ 25 D..._
- 011. ,1- ,1. ,1. 1 O+J------,---'-"--------,--'--------r>------, 
37 42 43 45 37 42 43 45 
Temperature (OC) 




.~ ~ 100 100 
11l C 
ln 0 




cv t<l ~ ~ 25 25D..._ 
• i0 ,1- ,1. ,1. O+L-----...,.-L-----..,....L-----..,....L-.........­
37°C 42°C 43°C 45°C 37 42 43 45 
1 




Figure 2: Bax Protein Expression 




.. ­.~  ~  300 
II) t: 
II) 0 ~u  
0.. 0x ... 
W cv 
.s .i; 







t:=­.~  ~  100 
11)'" 
II) t: [c3 75 
x 0






O+-L-.........---,--J---------,l---I-.-----,--J~L-----, o 1 1 .....1 ,1"" 1 - 1 1 lM 
37 42 43 45 4237 43 45 
Temperature (OC) 
P: ER rich fraction 
400 







.~  ~  100 
II) t: 
II) 0 
~ u 750.. 0x ... 
w cv 
t:.2: 50
.- .... ~~ 
~ ~ 250._ 
OIILeI ,IL..!0 11 • ,1­ ,1. ,1. , ,1'" Il. , 
423745 
Temperature (oC) 434237 Figure 2M-P 
43 45 
~ Figure 2: Bak Protein Expression 
M 





 .~ g300 ## ,~g  150 * UI 1: 
UI 0UI 1: UI 0 ~ ~u  ~ ~ ~u 
 ~ ~200 ~ ~  100
 w CI)w dl 
,E ,~.E.~  1. 
$ ~100 $o ~  50 ~CI)o dl 
"'0::
"'0:: Q.. ­Q.. ­
1o Il...... 1'" .1 - ,'- 1 0~11.l  ,lU ,11.1 ,111I 
37 42 43 45 37 42 43 45 
Temperature (OC) 




UI 1: 150 
UI 0 






.- .... $!! 50e ~ 25Q..­
01 • ,,. ,,. ,1. , QI'" - .1_1 1 1'- 1
' 
37 42 43 45 37 42 43 45 Temperature (oC)Figure 2Q·T 
M 
~ 
M Figure 2: Bik Protein Expression 
U: Total celllysate V: Mitochondrial fraction 
150 200 ** 
~~25  
. ­ ~  Ul .... ~  ~100  
~u  
we 75 
c: ~ ]~ 50 
0­~  cv 
[L !E. 25 
o 






Ul 0 ~u 
~ e100 
w cv 
l: .~  
.~  ~  0 









W: Cytosolic fraction 
125 
-­~ e100.- .... 
Ul c: 
Ul 0 ~ u 750.. 0x .... 
W cv 
c:.~ 50
.- .... 2~ 
e~ 25[L_ 
















011­ ,1­ ,1­ ,1_ , 011.-1 ,IMI ,1-1 ,1­ , 
Figure 2U-X 
37 42 43 45 
Temperature (OC) 37 42 43 45 
"" Figure 2: Sim Protein Expression 
M "" 
Y: Total ceillysate Z1: Mitochondrial fraction 
250 ** 250 
** 
s:::C's:::C' .~  e 200 .~  e200 
III .... 
III t:Ill .... III s::: QI 0 ~ 8 150 0.. ü 150 
x 0x 0 w .... 
.;: .~ 100 w .... .::.~ 100 
QI ....QI .... 
.... l<l 
.... «$ o-o-ô: ~ 50 ô: ~ 50 
...... 
Oilleil ,1" ,1- ,1- 1 o Il lioII ,1.... ,1 - ,1 - , 
37 42 43 45 37 42 43 45 
Temperature (OC) 
Z2: Cytosolic fraction Z3: ER rich fraction 
125 200 ** 




e 100 .- ... ** 
UI C ::: ~150 ** UI 0 
~u Q.Q.o 75 x ~u 0x .... 








... ~ ~i 50tL._ 25 
01 115'O+L---------,-.L-----.-'---L----,--JL-..-L..-----, ,1'" l' .... ,'- 1 




Figure 2: Puma Protein Expression 





.2 ~ 200 
U'l'" 
U'l C [8 150 
>< 0
w'" .5.~  100 
~~  
o­
ct ~ 50 
,1­ ,1­
lolo 
1'­ , 01 1 1..' 
c~  
o 0
. ­ ... 
U'l+' ~  ~200  
a. u 
>< 0w ..... 








,1" ,'_ , 
37 42 43 45 37 42 43 45 
Temperature (OC) 















0... QS 25 
o 
37 42 43 45 




Figure 2: Noxa Protein Expression 
lJ: Total ceillysate Z8: Mitochondrial fraction 
l:==­.~  ~  
1Il'" 
1Il l: 
(l) 0 ~ u 
x 0
w'" .!::.~  
$1;:Î 
0­







-t* .-.. .~  ~  
1Il l: 











0 o Il.... ,I!IIjI ,1 - ,' ­ 1 
37 42 43 45 37 42 43 45 
Temperature rC) 





1Il 0 ~u 
Q.. 0 75 
x ... 
W (l) 
l: :> 2'~  50 
0­
"' ­ (l) 
0.. ~ 25 
011.11­ ,1­ ,1_ , 
Figure 2Z7-Z9 





M Figure 3: Heat shock induces disruption of calcium homeostasis 
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M Figure 4: Heat shock induces calpastatin cleavage 
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Figure 5: Heat shock induces cleavage of calpain and its translocation to plasma 
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~ Figure 5: Heat shock induces calpain activity: role of calcium 
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CHAPITRE X: DISCUSSION ET CONCLUSION 
Ce travail fut initialisé, comme nous l'avons annoncé dans l'introduction, par 
le désir de trouver un nouveau traitement biologique contre les maladies cancéreuses. 
Cependant, dans une perspective fondamentale, et afin d'améliorer ce traitement, la 
compréhension des mécanismes de cytotoxicité du choc thermique et l'effet 
protecteur contre divers type de stress que la thermotolérance pourrait procurer aux 
cellules sont aussi importants. 
I-Mécanismes de toxicité du choc thermique: l'activation de la voie 
mitochondriale est amplifiée par J'induction de la voie du récepteur de mort Fas: 
L'étude des effets du choc thermique a débuté il y a plusieurs années. 
Cependant, bien que de nombreux travaux ont montré que l'hyperthermie pourrait 
servir comme adjuvant aux autre possibilités thérapeutiques (Hermisson and Weiler 
2000; Romanucci, Marinelli et al. 2006; Calderwood and Ciocca 2008), très peu 
d'études ont investigué en détail les mécanismes moléculaires et biochimiques de la 
toxicité du choc thermique. Nous pouvons ainsi décidé d'approfondir nos 
connaissances sur l'hyperthermie afin de mieux s'en servir en clinique. A cette fin, 
nous avons fait des tests de toxicité à 43°C sur diverses lignées cellulaires (les 
cellules d'une lignée de carcinome malpighien épidermoïde du col de l'utérus de type 
HeLa, cellules de l'ovaire du hamster chinois CHü, cellules cancéreuses pulmonaires 
A549, cellules cancéreuses de la vessie T24). Les résultats obtenus montrent qu'à 
partir de 60 minutes une perte importante de la viabilité se manifeste chez toutes les 
lignées cellulaires testées (Figures 10.1 et 10.2). Cependant, les mêmes cellules, pré­
incubées pendant trois heures à 40°C éprouvent une résistance marquante à un choc 
thermique subséquent. Le développement d'une telle résistance est accompagné par 
l'augmentation du niveau d'expression de plusieurs protéines de choc thermiques 
entre autre: la HSP 27, 32, 60, 70, 90 et 110. Le degré de thermo-résistance varie 
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d'un type cellulaire à un autre, ce qUI suscite un intérêt grandissant pour le 
phénomène de thermotolérance, ses mécanismes, ses conséquences et comment en 
profiter. En effet, la résistance des cellules rendues thermotolérantes ne se limite pas 
au choc thermique mais également à d'autres types de stress, notamment le stress 
oxydatif, puisque l'induction des protéines du choc thermique s'avère, selon plusieurs 
travaux de recherches, responsables d'un phénomène de tolérance au stress oxydatif, 
au stress des métaux lourds et aux radiations (Sherman and Multhoff 2007; Asea 
2008). Bien que la majorité de ces études réussissent à induire l'expression des HSPs, 
des altérations de la viabilité de cellules est souvent la limite de ces méthodes malgré 
la courte durée d'exposition. En effet, l'augmentation du niveau d'expression des 
HSPs s'accompagne de la perte de viabilité cellulaire si la thermotolérance est induite 
à de fortes températures (2:45°C). 
Des travaux plus approfondis sur la lignée cancéreuse HeLa ont permIs de 
déterminer que le choc thermique induit la mort cellulaire par apoptose à des 
températures inférieures à 45°C. Au delà de 45°C, la mort cellulaire est 
majoritairement nécrotique. Des résultats similaires ont été obtenus chez la lignée 
cellulaire non cancéreuse mais immortalisée CHO. De plus, le choc thermique induit 
les trois voies de l' apoptose, à savoir la voie mitochondriale, la voie du RE et la voie 
extrinsèque médiée par le récepteur de mort Fas. L'étude des voies intrinsèque dans 
un premier temps, et extrinsèque dans un deuxième temps, a donc été effectuée dans 
le but de déterminer le mécanisme exact de cytotoxicité du choc thermique. Nous 
avons également mis en évidence l'ordre d'événement menant à l'apoptose suite au 
choc thermique. Ceci nous a permis d'établir un modèle de signalisation de 
l'apoptose induite par l'hyperthermie létale. Trois voies d'apoptose sont induites suite 
à l'exposition au choc thermique: une voie mitochondriale précoce, qui survient suite 
à la chute du potentiel membranaire et la libération du cytochrome c de la 
mitochondrie. Suite au relargage du cytochrome c, la caspase 9 est activée et résulte 
en l'activation de la caspases-3 et au clivage de PARP et de l'ICAD. 
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La deuxième voie apoptotique est déclenchée par le récepteur de mort Fas. Elle est 
caractérisée par l'activation des caspases 8, 10 et 2 et le clivage de Bid. La 
translocation de Bid tronqué au niveau de la mitochondrie amplifie la voie intrinsèque 
de l'apoptose. Or l'activation de la caspase 8 pourrait se manifester suite à l'induction 
du récepteur Fas, du récepteur TNF ou également de la protéine Bap31, localisée au 
niveau du RE (Chandra, Choy et al. 2004). De ce fait, pour déterminer laquelle des 
voies est responsable de l'induction de l'activité de la caspase 8, nous avons utilisé un 
antagoniste du récepteur Fas (Kp7-6) qui se lie avec une affinité comparable au 
récepteur et à son ligand. Les résultats ont montré une inhibition complète de 
l'activité de la caspase 8, ce qui laisse présumer que l'activation de cette dernière 
survient suite à la trimérisation du récepteur de mort Fas après l'association avec son 
ligand. Des analyses par immunoprécipitation ont démontré la formation du 
complexe de signalisation (DISe) suite au recrutement de la protéine adaptatrice 
FADD et de la procaspase 8 à la membrane. Ceci explique le clivage de la procaspase 
8 et l'augmentation de l'activité enzymatique de la caspase 8 observée par western 
Blot et spectrofluorométrie, respectivement. De même, le clivage de Bid en tBid au 
niveau du cytosol et l'augmentation du taux d'expression de ce dernier dans la 
fraction mitochondriale ont effectivement confirmé l'activation de la caspase 8 par la 
voie du récepteur de mort Fas. Cette conclusion tient sa validité du fait que 
l'inhibition de Fas par Kp7-6 a inhibé ['activité de la caspase 8 et que l'inhibition de 
l'activité de cette dernière a inhibé le clivage de Bid, aussi inhibé par Kp7-6. Nous 
avons également observé une baisse de la quantité de Bax transloqué au niveau de la 
mitochondrie et une réduction du taux de cytochrome C relâché dans le cytosol. Dans 
le même ordre d'idée, l'antagoniste de Fas et l'inhibiteur spécifique de la caspase 8 
ont également réduit l'activité des caspases 9 et 3 de même que le taux de clivage 
d'ICAD et de PARP. Le taux de condensation de chromatine et le nombre de cellules 
apoptotiques ont également baissé suite à l'utilisation de ces inhibiteurs. Ceci permet 
de répondre au point soulevé par le premier objectif de cette étude qui teste 
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l'hypothèse d'une stimulation d'une voie mitochondriale indépendante de la voie du 
récepteur Fas par le choc thermique mais que celle-ci l'amplifie. 
Il est important de mentionner que l'utilisation de l'inhibiteur général des 
caspases (Z-VAD) a baissé le taux de cellules apoptotiques et nous a permis de 
conclure que la condensation de la chromatine est caspase-dépendante. Cependant, 
alors qu'environ 40 % des cellules sont apoptotiques à 42 et 43°C après seulement 
deux heures d'exposition au choc thermique, environ 45 % des cellules meurent par 
nécrose à 45°C, comme le montre le marquage à l'iodure de propidium. Cette 
observation semble indiquer les limites à atteindre lors d'un traitement du cancer par 
l'hyperthermie afin d'éviter l'établissement d'une réaction inflammatoire dans le 
tissu traité. 
2-Mécanismes de toxicité du choc thermique: la génération de ROS: 
Par ailleurs, nos travaux démontrent clairement pour la première fois 
l'implication des ROS dans l'induction de l'apoptose par le choc thermique. À ce 
chapitre, bien qu'elles soient peu nombreuses, les études sur la toxicité du choc 
thermique, démontrent que chez certaines lignées cellulaires, le taux de ROS peut 
augmenter suite à l'exposition des cellules à des hautes températures (Flanagan, 
Moseley et al. 1998; Lord-Fontaine and Averill 1999; Moriyama-Gonda, Igawa et al. 
2000). Toutefois, la génération des ROS peut résulter d'un dysfonctionnement de la 
chaine respiratoire mitochondriale, ou d'activité enzymatique touchant la NADPH 
oxydases, les lipoxygénases ou les NO synthétases (Rutkowski, McNamee et al. 
2007). Les ROS peuvent également faciliter la perturbation de la membrane 
mitochondriale et favoriser ainsi l'ouverture des canaux (Kim, Emi et al. 2006). 
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Ainsi, les sources de générations intracellulaires des ROS pourraient être étudiées 
afin de déterminer leur implication dans les mécanismes de toxicité du choc 
thermique et leurs rôles dans la génération des céramides. 
3-Mécanismes de toxicité du choc thermique: l'activation des MAP 
kinases: 
À la manière de p53, les ROS sont également connus pour stimuler l'activité 
de nombreuses kinases faisant le lien entre la voie extrinsèque et la voie intrinsèque 
de l'apoptose. En effet, depuis leur découverte et jusqu'à tout récemment, on 
considérait les protéines MAP kinases à l'image d'un système de signalisation 
contrôlant plusieurs événements dans la cascade signalétique de l'apoptose et qui sont 
activées par plusieurs stress, entre autres le stress oxydatif. C'est pourquoi on confère 
aux ROS un rôle majeur dans l'activation et l'entretien des voies de signalisation 
impliquant les MAP kinases. Il a été démontré par de nombreuses études que 
l'exposition au choc thermique induisait l'activation des MAPKs suite à une 
interaction entre les domaines de mort des caspases (DED) et certaines MAP kinases 
(comme la JNK) ou d'autres protéines kinases (ASK-l) (Temkin and Karin 2007). 
Nos résultats semblent être en harmonie avec ces travaux. 
Dans un premier temps, nous avons investigué le rôle du choc thermique dans 
l'activation de JNK. Nous avons démontré que l'exposition au choc thermique 
provoquait la phosphorylation de JNK suite au recrutement de Daxx au récepteur de 
mort Fas, résultant en l'activation de la protéine Ask-l. L'activation de la voie de 
JNK conduit à la translocation de Bax vers la mitochondrie et le relargage de 
cytochrome c. Cependant, le prétraitement à l'inhibiteur de JNK (PD98059) avant 
l'exposition au choc thermique, protège les cellules HeLa contre la translocation de 
Bax à la mitochondrie, la chute du potentiel membranaire et le relargage du 
cytochrome c sans pour autant restaurer la sensibilité des cellules à l'induction de 
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l'apoptose par le choc thennique (activation de caspase-3 et condensation de la 
chromatine). 
L'activation de la voie de p38 quant à elle, sensibilise les cellules aux effets 
cytotoxiques du choc thermique en phosphory1ant Bel-2, ce qui l'amène à sa 
dégradation. L'exposition des cellules HeLa à l'inhibiteur de p38 (SB328020) avant 
le traitement au choc thermique, a protégé les cellules contre la dégradation de BcI-2 
mais ne les a pas protégé contre la chute du potentiel membranaire, ni le relargage du 
cytochrome c dans le cytosol. Similairement, l'inhibiteur de la p38 n'a pas inhibé les 
événements apoptotique survenus en aval du relargage du cytochrome c (activation 
de caspase-3 et condensation de la chromatine). De plus, la translocation de p38 au 
niveau du noyau suggère qu'elle joue un rôle dans la transcription de facteurs pro­
apoptotiques. En effet, il a été démontré que l'activation de p38 induit la synthèse des 
cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, l'ILl, l'IL6 et l'IL8 soit par activation 
directe de la transcription des gènes soit par stabilisation de l'ARNm via son substrat 
MAPKAK 2 (MAP kinase-activated protein kinase 2)(Schindler, Monahan et al. 
2007). 
Sachant que l'activation des MAP kinases pourrait survellir suite 
à l'augmentation du taux des radicaux libres qui dérivent de l'accumulation des 
céramides (Ballou, Laulederkind et al. 1996; Ruvolo 2003); le lien entre ces trois 
facteurs pourrait amener une explication plus profonde des mécanismes de toxicité du 
choc thermique. En effet, il a été démontré que les céramides ou leurs métabolites 
peuvent agir comme des seconds messagers interagissant avec la signalisation MAP 
kinases. La sphingosine, par exemple, est capable d'orienter la cellule vers l'apoptose 
en activant la voie des JNK (Westwick, Bielawska et al. 1995; Coroneos, Wang et al. 
1996; Verheij, Bose et al. 1996; Shen, Godlewski et al. 2003). Des études ont montré 
que d'autres métabolites des céramides entre autre, les gangliosides D3 (GD3), 
peuvent s'accumuler à la surface des mitochondries et d'activer la voie intrinsèque de 
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l'apoptose en stimulant la génération des ROS (Garcia-Ruiz, CoieU et al. 1997; De 
Maria, Rippo et al. 1998; Rippo, Malisan et al. 2000; Malisan and Testi 2002). 
A part, leurs actions indirectes, les céramides peuvent transmettre un signal 
pro-apoptotique par action directe en stimulant les protéines kinases activées par les 
céramides (CAPK pour: Ceramide activated protein kinase) (Mathias, Dressler et al. 
1991; Mathias and Kolesnick 1993) et les protéines phosphatases activées par les 
céramides (CAPP pour Ceramide activated protein phosphatase) (Dobrowsky and 
Hannun 1993). Une fois activées, ces enzymes transmettent le signal de mort selon 2 
voies distinctes. La première implique le facteur de transcription c-Jun. En effet, les 
protéines CAPKs activent JNK qui a son tour phosphoryle et active c-Jun résultant en 
l'induction l'expression de plusieurs facteurs pro-apoptotiques entre autre Bax et p53, 
(Sawai, Okazaki et al. 1995; Kondo, Matsuda et al. 2000; Ruvolo 2001). 
La deuxième voie met en jeu les protéines Bcl-2 et la mitochondrie. En effet, 
au cours du processus apoptotique, l'accumulation intracellulaire de céramides est 
souvent associée à une altération de la fonction mitochondriale, caractérisée par la 
chute du potentiel membranaire, la génération des radicaux libres et la libération de 
facteurs pro-apoptotiques (cytochrome c, A1F, etc) via les pores de transition 
mitochondriaux PTM. Il a été montré notamment que les céramides accumulées dans 
le cytoplasme, via l'activation de CAPP, peuvent inhiber la voie de survie médiée par 
la protéine kinase B (PKB)/Akt. L'inhibition de la voie de survie Akt permet à la 
protéine Bad de se relocaliser au niveau de la membrane mitochondriale et d'établir 
les pores de transition mitochondriaux (Zundel and Giaccia 1998; Salinas, Lopez­
Valdaliso et al. 2000; Zundel, Swiersz et al. 2000). Des expériences complémentaires 
au moyen de l'inhibiteur de céramides permettront de déterminer plus en détaille rôle 
de ces derniers dans la régulation de la cascade apoptotique mettant en jeux les MAP 
kinases. 
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4-Mécanismes de toxicité du choc thermique: la génération des 
céramides pourrait être la clé? 
D'un autre coté, l'augmentation du taux de ROS après le choc thermique nous a 
permis d'orienter nos futures recherches vers la voie du TNFu, TRAIL et la voie des 
sphingomyélines-céramides. Ces voies sont connues pour leur potentiel à générer des 
espèces réactives de l'oxygène (Thevissen, Francois et al. 2006). En effet, Il a été 
démontré que la voie du TNF (Corda, Laplace et al. 2001) et la voie de TRAIL (Lee 
and Amoscato 2004; Moulin, Dumontet et al. 2007) induisent la génération des 
céramides qui à leur tour induisent la génération de ROS. Le mode d'action et la 
régulation de la production des céramides ont été particulièrement investigués au 
cours des dix dernières années, du fait d'un rôle émergent des céramides comme 
effecteur moléculaire de l'apoptose. Plusieurs études ont montré, en effet, une 
production de céramides intracellulaires dans les cellules apoptotiques, précédant 
l'apparition dcs atteintes biochimiques et morphologiques de J'apoptose, suggérant 
que les céramides peuvent être impliquées dans la transduction du signal menant à la 
mort cellulaire (Hannun 1996; Kolesnick and Kronke 1998; Mathias, Pena et al. 1998; 
Massiello, Salas et al. 2004). D'autres études suggèrent que les céramides peuvent 
avoir une action directe sur les mitochondries en stimulant le relargage du 
cytochrome c (Garcia-Ruiz, Mari et al. 2000). L'accumulation de céramides au 
niveau de la membrane mitochondriale peut aussi mener au découplage des 
complexes de la chaîne respiratoire menant à la formation de radicaux libres (Garcia­
Ruiz, Colell et al. 1997; Michel, van Echten-Deckert et al. 1997). 
L'accumulation de céramides résulte de l'activation de la biosynthèse de novo ou 
de 1'hydrolyse de sphingomyéIines par diverses sphingomyélinases. Les céramides 
générées de novo s'accumulent majoritairement au niveau du feuillet membranaire 
cytoplasmique du réticulum endoplasmique du fait de la présence à ce niveau 
d'enzymes intervenant dans le métabolisme des céramides, à savoir la désaturase et la 
dihydrocéramide réductase (Michel, van Echten-Deckert et al. 1997). On retrouve 
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également, en fonction du type cellulaire, une accumulation de céramides associées à 
une activité sphingomyélinase dans les lysosomes (ASMase) (Kanfer 1965), le noyau 
(NSMase) (Tamiya-Koizumi, Umekawa et al. 1989; Alessenko and Chatterjee 1995) 
et les mitochondries (NSMase) (Birbes, El Bawab et al. 2001). 
L'activation de ces voies enzymatiques peut être modulée par des stimuli 
physiologiques ou environnementaux. Il a été démontré que la voie de synthèse de 
novo peut être activée après stimulation au TNF-a (Xu, Yeh et al. 1998) à la 
daunorubicine (Bose, Verheij ct al. 1995), l' hcxadccylphosphocholinc (Wieder, 
Orfanos et al. 1998) l'étoposide (Perry, Carton et al. 2000), les radiations ionisantes 
(Farrell, Uchida et al. 1998), les Iymphotoxines (Plo, Ghandour et al. 1999), et 
également le choc thermique (Chang, Abe et al. 1995; Kondo, Matsuda et al. 2000). 
Ces stimuli se traduisent par l'augmentation de l'activité des enzymes sérine­
palmitoyl transférase et céramide synthéase associées généralement à une 
augmentation de leur niveau d'expression, suggérant l'implication de certains 
facteurs transcriptionnels comme p53 (Paumen, Ishida et al. 1997; Kolettas, Skoufos 
et al. 2006; Temme, Rodriguez et al. 2007). Ainsi, il serait intéressant d'étudier les 
mécanismes moléculaires conduisant à la génération de céramides par le choc 
thermique (en particulier le rôle de TNF-a) et d'identifier leurs mécanismes de 
toxicité et leur implication dans la toxicité du choc thermique. 
5-Mécanismes de toxicité du choc thermique: Activation de la voie du RE: 
Nos résultats viennent soutenir d'autres études montrant le rôle du choc 
thermique dans l'activation des protéines kinases que ce soit libre dans le cytosol ou 
ancrée à des membranes comme la PERK impliquée dans le stress du réticulum 
endoplasmique. PERK est connu pour phosphoryler le facteur de transcription eIFa 
lors d'un stress du RE. Cependant, il a été démontré que l'exposition des cellules 
CHO à des températures élevées cause en plus de l'arrêt de la synthèse des protéines, 
la phosphorylation et l'activation de eIFa (Murtha-Riel, Davies et al. 1993). Par 
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ailleurs, d'autres travaux ont montré le rôle du choc thermique dans la perte de 
l'homéostasie calcique (Drummond, McClure et al. 1986; Stevenson, Calderwood et 
al. 1986; Stevenson, Calderwood et al. 1987; Drummond, Livingstone et al. 1988; 
Mikkelsen, Reinlib et al. 1991). La phosphorylation du facteur elFa et la perte de 
l'homéostasie calcique observée par ces auteurs et l'induction de l'apoptose observée 
dans nos travaux suggèrent qu'un choc thermique doux induit un stress du RE alors 
qu'un choc thermique assez rigoureux induit l'apoptose médiée par le RE. Nous 
avons donc focalisé nos recherches sur le rôle du choc thermique dans l'induction de 
l'apoptose via le RE. 
Ainsi, nous avons commencé par étudier les protéines dont l'expression 
change lors de l'apoptose médiée par le RE. Les deux protéines étudiées sont la 
chaperonne Bip et le facteur de transcription CHOP. Une augmentation significative 
de leur niveau d'expression a été observée après trois heures de choc thermique. Nous 
avons également observé une augmentation de l'activité des caspase 4 et 12 et nous 
avons conclu que le choc thermique induit un stress du RE assez important pour 
induire une mort cellulaire par apoptose. 
D'un autre coté, sous l'effet du choc thermique, l'homéostasie calcique est altérée 
lors d'une exposition des cellules au choc thermique, résultant en l'activation des 
cystéines protéases dépendantes du calcium (les calpaïnes) et leur translocation au niveau 
des membranes. L'utilisation des chélateurs de calcium (BAPTA et BAPTA-AM) a 
démontré l'importance du calcium à la fois intracellulaire et extracellulaire dans le 
déroulement du processus apoptotique, en particulier dans l'activation des calpaïnes, des 
caspases 12 et 4 ainsi que la chute du potentiel membranaire. Ces résultats sont également 
en accord avec d'autres études sur le rôle du calcium dans la régulation du processus 
apoptotique et fournissent davantage d'évidence en faveur de l'hypothèse que le 
mouvement de calcium du RE vers les mitochondries était un processus important dans 
l'induction de l'apoptose (Scorrano 2003; Scorrano and Korsmeyer 2003; Scorrano, Oakes 
et al. 2003) et l'activation des MAP kinases (Kim and Sharma 2004). 
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Sachant que la signalisation calcique contrôle différentes fonctions cellulaires 
ineluant l'apoptose, il n'est donc pas surprenant que la famille Bel-2 joue un rôle dans la 
régulation de 1'homéostasie calcique. En effet, des études ont démontré que les protéines 
de la familles Bel-2 insérée dans des couches bilipidiques du RE ou de la mitochondrie 
pouvait fonctionner comme un vrai canal ionique (Webster, Graham et al. 2006; Hanson, 
Bootman et al. 2008), et qu'elle pouvait à la fois modifier l'homéostasie calcique et avoir 
un rôle anti et pro-apoptotique (Lao and Chang 2007). Nos résultats montrent une 
augmentation de l'expression de deux membres de la famille Bel-2, Puma et Noxa et leur 
translocation au niveau du RE. Nous avons également observé une baisse d'expression du 
taux de Bel-2 et Bel-xL au niveau des membranes du RE et de la mitochondrie. Le taux de 
Bak, Bax, Bik et Bim par contre, n'a pas augmenté dans le lysat cellulaire total, mais un 
changement de localisation a tout de même été observé: tous les quatre se sont relocalisés 
au niveau des membranes du RE et de la mitochondrie, à l'exception de Bim qui est 
transloqué uniquement au niveau de la mitochondrie. L'ensemble de ces analyses se 
résume en un « débalancement» du ratio des protéines pro/anti-apoptotiques au niveau 
des deux organelles, en faveur des BH3 pro-apoptotiques seulement. Les conséquences 
de tels événements sont néfastes pour la cellule et se traduisent par une perméabilisation 
des membranes du RE et de la mitochondrie de même qu'une libération des facteurs 
proapoptotiques qui y résident (calcium du RE et de la mitochondrie, cytochrome C et 
autres facteurs de la mitochondrie). 
Par ailleurs, Il a été démontré qu'un stress du RE active la caspase 8 via la protéine 
Bap31 (Breckenridge, Nguyen et al. 2002). Cependant, l'inhibition de la voie du 
récepteur Fas inhibe complètement l'activité de la caspase 8, ce qui suggère que dans 
le cas du choc thermique, l'activation de la caspase 8 par le choc thermique est due 
uniquement à l'activation du récepteur de mort Fas. 
La chute du potentiel membranaire, l'activation de la caspase 3 et la condensation 
de la chromatine en présence des chélateurs de calcium, même si c'est catégorique, 
nous permettent de déduire que premièrement, la chute du potentiel membranaire 
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n'est pas due uniquement à la translocation du calcium au niveau de la mitochondrie, 
et deuxièmement, que l'apoptose induite par le stress du RE n'est pas un facteur 
déterminant dans l'induction de l'apoptose par le choc thermique. 
Sachant que les céramides et les ROS sont tous les deux impliqués dans le stress 
du RE, nous proposons l'hypothèse que le stress du RE est causé, au moins en partie, 
par l'accumulation de céramides. Tout récemment, une publication est parue dans la 
revue «Biochemistry» sur le rôle de céramides dans l'induction d'un stress du 
réticulum endoplasmique via l'hydrolyse de sphingomyélines par les 
sphingomyélinases (Lei, Zhang et al. 2007). Comme mentionné ci-dessus, les 
céramides peuvent s'accumuler au niveau du RE (Michel and van Echten-Deckert 
1997) et par conséquent générer un stress du RE. Une étude très récentes publiée dans 
la revue «Blood» a montré qu'a des fortes concentrations les céramides induisent une 
augmentation de l'expression des protéines du stress du RE (Bip et CHOP) ainsi que 
l'activation de la caspase 4 et de la protéine kinase PERK (Lee, Torchalski et al. 2007; 
Chen, Lin et al. 2008). Dans la même étude les auteurs montrent que l'induction de 
l'apoptose par les céramides fait intervenir également les protéines p38 et ASK-l. 
D'un autre coté, le facteur de transcription CHOP, peu ou non exprimé dans les 
conditions physiologiques normales; est connu pour inhiber l'expression de Bcl-2 et 
augmente la production des ROS (McCullough, Martindale et al. 2001). La 
réalisation d'expériences supplémentaires comme l'inhibition de la génération de 
ROS et des céramides pourrait probablement confirmer leur implication dans 
l'induction de l'apoptose par le choc thermique via le RE. 
6-Mécanismes de toxicité du choc thermique: induction d'un stress du 
noyau: 
L'augmentation importante de J'activité de la caspase 2 (localisée majoritairement 
au niveau du noyau), observée après 2h de traitement au choc thermique pourrait 
ouvrir de nouvelles perspectives à notre compréhension du mécanisme de toxicité du 
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choc thermique. Le clivage de Bid et sa translocation vers la mitochondrie 
surviennent également après deux heures de choc thermique. Plusieurs hypothèses 
concernant l'activation de la caspase 2 et le clivage de Bid ont été avancées et elles 
convergent toutes vers un stress du noyau. De plus, il a été démontré que 
l'hyperthermie (40-46°C) cause une agrégation des protéines au niveau du noyau ce 
qui résulte en un stress du noyau (Lepock 2004; Roti Roti 2008). Ces altérations 
nucléaires conduisent à la libération de molécules apoptogéniques présentes dans le 
noyau (Kouroku, Fujita et al. 2000). D'autre part, le noyau est également un lieu de 
stockage du calcium (Ledeen and Wu 2007). Le stress du noyau peut engendrer une 
perte de l'homéostasie calcique, une activation des endo-nucléases, calcium­
dépendante et d'autres facteurs pro-apoptotiques localisés au niveau du noyau et que 
faute de temps, nous n'étions pas capables d'investiguer ces hypothèses qUI 
représentent les perspectives des prochaines études à venir dans le laboratoire. 
7- Effet protecteur de la thermotolérance induite à 40°C contre 
l'induction de J'apoptose par Je choc thermique: 
L'autre objectif de la présente étude consistait à investiguer le rôle de la 
thermotolérance dans l'inhibition de l'induction de l'apoptose par le choc thermique. 
L'effet protecteur est évident puisque nous avons démontré que la thermotolérance 
protège contre les événements tardifs de l'apoptose. Cependant, les questions 
auxquelles nous devrons répondre sont: 
1­ La thermotolérance inhibe-t-elle l'activation de la voie du récepteur de mort 
fas par le choc thermique? 
2­ La thelmotolérance inhibe-t-elle l'activation des MAP kinases et de la p53? 
3­ A quel niveau de la cascade apoptotique la thermotolérance exerce-t-elle son 
effet protecteur? 
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7-1. La thermotolérance protège contre l'induction de la voie du récepteur de 
mort Fas par le choc thermique: 
Notre étude a permis de conclure que la translocation de FADD au niveau de la 
membrane plasmique, le clivage de la caspase 8 et l'activation de celle-ci ont été 
régulés à la baisse dans des cellules rendues thermotolérantes à 40°C. De plus, dans 
tous les autres événements qui surviennent après la formation de DISC, nous avons 
observé un effet protecteur. Ceci suggère que la thermotolérance prévient les 
mécanismes d'induction de l'apoptose à un stade hâtif. Toutefois, il est admis que 
suite à un choc thermique, certaines protéines du choc thermique subissent un 
changement de localisation cellulaire. La HSP27, par exemple, est relocalisée au 
niveau du noyau et aux membranes plasmiques, ce qui pourrait expliquer la réduction 
du taux d'activation du récepteur Fas. Des études récentes ont montré que HSP90, 
HSP70 et HSP27 peuvent jouer un rôle d'inhibiteur de l'induction de la voie du 
récepteur de mort Fas par différents stress (Mehlen, Schulze-Osthoff et al. 1996; 
Garrido, Ottavi et al. 1997). Cependant les mécanismes impliqués ne sont 
malheureusement pas assez détaillés pour confirmer un rôle direct. 
De même, l'induction de la thermotolérance à 40°C a permis de conférer aux 
cellules un effet de protection contre la stimulation de la voie mitochondriale par un 
choc thermique subséquent sévère. Les effets protecteurs de la thermotolérance ont 
été observés, aussi bien durant les événements précoces de l'apoptose (comme la 
translocation de Bax et le relâchement du cytochrome c), que durant les événements 
tardifs (clivage de PARP et rCAD, condensation de la chromatine et fragmentation de 
l'ADN). Ces résultats semblent confirmer des travaux précédents effectués par 
d'autres équipes de recherches et affirmant que les HSPs, notamment la HSP27 et la 
HSP70 préviennent le relargage du cytochrome c et l'activation de la caspase 9 
(Beere, Wolf et al. 2000; Bruey, Ducasse et al. 2000; Klein and Brune 2002). 
D'autres études ont démontré le rôle des HSPs dans l'inhibition de J'activation des 
caspases en interagissant avec l'apoptosome et/ou la protéine AIF (Ruchalski, Mao et 
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al. 2003; Matsumori, Hong et al. 2005). La HSP70, par exemple est l'une des 
principales protéines régulatrices de l'AIF (Ravagnan, Gurbuxani et al. 2001). 
L'action d'HSP 70 sur l'apoptose s'explique également par l'inhibition de la formation 
de l'apoptosome puisque HSP 70 se lie à Apaf-1. D'un autre coté, Zhao et Wang ont 
montré que la HSP 90 peut inhiber l'induction de l'apoptose par la voie de TNF-Œ en 
prévenant le clivage de Bid (Zhao and Wang 2004), Selon, Bellyei et ses 
collaborateurs la surexpression de la HSP 16.2 (a~-crystalline) protège contre la 
toxicité du taxol et du peroxyde d 'hydrogène. Ses effets protecteurs se manifestent 
par le maintien de l'intégrité de la membrane mitochondriale, la stabilisation des 
radeaux lipidiques, l'activation de la voie de survie Akt via la HSP 90 (Bellyei, 
Szigeti et al. 2007). 
7-2. La thermotolérance protège contre l'activation des MAP kinases par le 
choc thermique: 
Par ailleurs, l'activation des protéines MAP kinases est également un élément 
indispensable pour l'activation de certaines protéines de choc thermique (Kozawa and 
Tokuda 2002). La HSP 27 est, par exemple, activée par la p38 (Zhang, Zhang et al. 
2005). L'inhibition de la p38 résulte en l'inhibition de l'effet protecteur de la HSP27 
et rend les cardiomyocytes vulnérables à la toxicité de la thrombine (Tanabe, 
Akamatsu et al. 2005). En revanche, d'autres études montrent également que les 
HSPs régulent l'activité de certaines MAP kinases. Il a été démontré que la voie 
P13KJAkt contribuait à la stabilisation de HlF-l Œen induisant l'expression des HSPs 
(Hellwig-Burgel, Stiehl et al. 2005; Louapre, Grongnet et al. 2005). Prises dans leur 
ensemble, ces trouvailles proposent des explications à l'effet protecteur de la 
thermotolérance contre l'induction de la voie intrinsèque et la voie extrinsèque de 
l'apoptose. 
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7-3. La thermotolérance protège contre l'induction de l'apoptose via la voie 
duRE: 
Le rôle de la thermotolérance est également évident dans toutes les étapes de 
transduction du signal apoptotique via la voie du RE. Cependant, peu d'études ont 
étudié le rôle de la thermotolérance ou des protéines du choc thermique dans la 
protection contre un stress du RE. Stege et ses collaborateurs ont démontré que la 
thermotolérance protège les cellules HeLa contre l'agrégation nucléaires des 
protéines sous l'effet du choc thermique. De plus, il a été reporté que la protéine 
HSP27 interagit avec le facteur ElF4G lors d'un choc thermique ou un stress oxydatif 
et participe à l'arrêt de la synthèse protéique, ce qui réduit le risque de toxicité dû à 
l'accumulation de protéines à conformations anormales (Cuesta, Laroia et al. 2000). 
Il s'agit de la première étude effectuée in vitro dans le but de montrer le rôle 
protecteur de la thermotolérance induite à un choc thermique doux contre l'induction 
l'apoptose via la voie du RE. Cependant, des études plus poussées sur le rôle exact de 
chacune de protéines HSPs devraient être réalisées pour clarifier leur implication 
dans l'effet protecteur de la thermotolérance. 
7-4. La thermotolérance protège contre la génération des Radicaux libres: 
Nos résultats montrent que chez des cellules HeLa rendues thermotolérantes à 
40°C, la génération des radicaux libres par le choc thermique est régulée à la baisse. 
Cet effet pourrait être dû au rôle protecteur des HSPs puisque plusieurs études ont 
montré que les HSPs diminuent le niveau basal des ROS chez des cellules à l'état 
normal et réduisent le taux de ROS générés dans le cas de stress (Mehlen, Preville et 
al. 1995; Mehlen, Schulze-Osthoff et al. 1996; Garrido, Ottavi et al. 1997). Cela a 
pour effet: la diminution du taux la lipoperoxydation membranaire et le taux 
d'activation de NFKB (Mehlen, Preville et al. 1995). Les HSPs sont également 
connues pour moduler le métabolisme du glutathion. La HSP 27, par exemple, 
favorise l'activité des enzymes impliquées dans le métabolisme du glutathion entre 
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autres; la glutathion réductase, la glutathions peroxydase et la glutathion transférase 
ce qui augmente le rapport GSH/GSSG et réduit le stress oxydatif. 
Finalement, alors que le niveau d'expression des protéines du choc thermique 
chez des cellules tumorales pourrait être plus élevé que chez des cellules normales, ce 
qui pourrait absorber et anéantir les effets d'un traitement de la tumeur par la 
chimiothérapie ou la radiothérapie selon plusieurs études (Hermisson and Wel1er 
2000; Ciocca and Calderwood 2005; Romanucci, Marinelli et al. 2006), Il est 
intéressant de noter que les cellules tumorales HeLa sont sensibles au choc thermique 
et qu'après trois heures à 43°C, au moins 60% des cellules sont mortes par apoptose 
et que le taux de nécrose demeure relativement faible. Cependant l'augmentation du 
taux d'expression des HSPs suite à l'acquisition du phénomène de thermotolérance, 
pourrait anéantir au traitement à l 'hyperthermie si survenu dans les cellules tumorales. 
Les traitements biologiques du cancer sont connus pour stimuler la réponse du 
système immunitaire et pour cibler spécifiquement l'organe atteint. Les effets 
secondaires sont généralement légers, comme il en est de même pour l'hyperthermie. 
Celle-ci pourrait servir comme traitement biologique localisé ou généralisé sans effets 
secondaires qui peut être combiné aux méthodes classiques de traitement du cancer. 
De ce faite, elle pourrait améliorer l'efficacité des autres possibilités thérapeutiques, 
puisqu'elle est capable d'induire dans un temps relativement court la mort d'un 
pourcentage élevé de cellules tumorales par apoptose et à un taux moindre par 
nécrose. Cependant, il est nécessaire d'éviter de développer un état de 
thermotolérance qui protègera les contre la toxicité des autres traitements. 
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Figure 10.1: Test de cytotoxicité: des cellules HeLa(A), CHO (B), T24 (C) et A549 
(D) thermotolérantes et non thermotolérantes ont été exposées au choc thermique 
(43°C) pendant différentes périodes de temps dans du D-mem contenant 10% de 
sérum. Après l'incubation, un volume contenant 400 cellules a été prélevées et 
ensemencé dans des pétris de 60mm2 contenant 5ml de D-mem et 10% de sérum. Les 
cellules ayant survécues au stress se déposent et forment des colonies. Le nombre de 
colonies a été compté après coloration au bleu de mythélène et exprimé par rapport au 
contrôle. 
Figure 10.2: Le choc thermique induit la condensation de la chromatine : La 
condensation de la chromatine a été détectée à l'aide de la méthode de Hoechst 32558. 
Des cellules HeLa (AI-4), CHO (Bl-4) T24 (CI-4) et A549 (Dl-4) thermotolérantes 
(3-4) ou non (1-2). Ont été exposées pendant deux heures à 43°C, puis marquée 
pendant 20min avec du Hoechst 32558 (50f.lg/ml). Avant observation au microscope 
50f.lg d'iodure de propodium ont été ajouté. Au moins 200 cellules ont été observées 
(X40) pour chacune des images. Le nombre de cellules apoptotique (bleues) et 
nécrotiques (rouge) a été compté et exprimé par rapport au contrôle (37°C). 
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Figure 10.3: Mécanismes moléculaires d'induction de l'apoptose par le choc thermique 
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Thermotolerance Induced At A Mild Temperature 
of 40a C Protects Cells Against Heat 
Shock-Induced Apoptosis 
AHMED BETTAIEB AND DIANA A. AVERILL-BATES* 
Département de chimie-biochimie and TOXEN, Université du Québec à Montréal, 
Succursale Centre Ville, Montréal, Québec, Canada 
Apaptosisconstitules a response of organisms to various physiological or palhological stimuli, and to differenl stresses. The ability of 
lhermotolerance induced at a mild lemperature of 40°C ta proteCI against activation af the apoptotic cascade by heat shock was 
investigated. When Chinese hamster ovary and human adenocarcinoma cervical cells were pretreated al 40°C for 3 h, lhey were 
resislant to subsequent lethal heat shock at 43°(, Induction of thermOlolerance at 40°C led to increased expresssion of heat shack 
protei ns 27, 32, 72, and 90. Heat shock induced apoptalic events at the mitochondriallevel, involving a decrease in membrane 
pOlential, translocation of Bax 10 milochondria, and liberalion of cylochrome cinto lhe cylosol. These evenls were diminished in 
thermotolerant cells. Heal shock (42-45°C) caused aclivation of inilialor caspase-9 and erreclor caspases-3, -6, and -7, relalive 10 
contrais al 37°(, Aclivalion of caspases was decreased in lhermotolerant cells. Heal shock caused fragmentation of the caspase 
substrate, inhibitor of caspase-aclivaled DNase. Fragmenlalion was diminished in lhermololerant cells. Thermotolerance afforded 
protection against heal shock-induced nuclear chromalin condensation, but not against necrosis. J. Cell. Physiol. 205: 47 -5 7, 
2005. © 2005 Wiley-Liss, Ine. 
Long term objectives in cancer research are to be able 
ta control or eliminate ail cancers. To achieve these 
goals, new treatment strategies have continued to 
appear du ring the past decades, in addition to surgery, 
radiation, and chemotherapy. Hyperthermia is among 
the innovative methods of cancer treatment, mainly as 
an adjuvant to radiotherapy and chemotherapy (Hahn 
and Li, 1982). Many in vitro and in vivo studies have 
shawn the benefits of hyperthermia (Liu and Wilson, 
1998). Regional hyperthermia has the potential to 
increase cytotoxic effects of radiation or chemothera­
peutie agents within the tumor volume, without increas­
ing normal tissue toxicity. Hyperthermia kills tumor 
cells by heating them to a few degrees above physiolo­
gical temperatures (Van der Zee, 2002; Wust et al., 
2002). Hyperthermia itself kills cells starting at 41.8°C. 
In the clinic, this technique is applied in combination 
with cytotoxic agents by localized heating of the tumor 
region at higher temperatures such as 42-43°C for 1-2 h 
or by milder heating at 39.5-41cC for longer times (6­
24 hl. The latter, whole body hyperthermia, is often used 
to treat carcinomas with distant metastases. To date, at 
least 18 randomized studies have demonstrated that the 
combination ofhyperthermia with either radiotherapy, 
chemotherapy, or both, led to improved clinical outcome 
(Van der Zee, 2002). This was demonstrated for cancers 
of the head and neck, breast, brain, rectum, cervix, 
oesophagus, lung, vulva/vagina and for melanoma. 
Exposure to elevated temperatures leads to develop­
ment of heat resistance, known as thermotolerance 
(Subjeck et al., 1982). Thermotolerance is related to the 
capacity ofcells to survi.ve or to recover from exposures to 
lethal heat shock. It can also protect cells and tissues 
against damage caused by other forms of stress such 
as oxidative stress (Gill et al., 1998; Martindale and 
Holbrook, 2002) and environmental stressors. Two types 
ofthermotolerance exist. Thermotolerance can be devel­
oped at lethal temperatures (43-45C C), although cells 
must be returned to physiological temperature (37°C) for 
several hours. During this time, protein synthesis is 
inhibited. When protein synthesis recommences, cells are 
© 2005 WILEY-LISS, INC. 
resistant to subsequent lethal heat shock. Thermotoler­
ance can also develop during continuous heating (e.g., 
24 h) at non-Iethal temperatures (39.5-41HC) (Field 
and Anderson, 1982; Przybytkowski et al., 1986). At mild 
temperatures such as 40°C, protein synthesis is not 
inhibited, but continues throughout the heating period 
(Przybytkowski et al., 1986). Thermotolerance is tran­
sient and generally declines within several days. 
Mammalian cells respond to environmental stress by 
activating heat shock transcription factors (e.g., Hsfl), 
that regulate increased synthesis of HSPs. Thermo­
tolerance is at least partially associated with the induc­
tion of heat shock proteins (HSPs), especially HSP72 
(Landry et al., 1982; Li and Werb, 1982; Mizzen and 
Welch, 1988). Acquisition of thermotolerance required 
Hsfl-mediated gene expression, since Hsfl (-/-) cells 
could not develop thermotolerance and were not able to 
resist heat-induced apoptosis (McMillan et al., 1998; 
Luft et al., 2001). However, evidence that HSPs are 
responsible for thermotolerance is correlative rather 
than causal. Furthermore, several studies reported that 
thermotolerance can develop in the absence of cellular 
HSP induction (Kregel, 2002). 
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Sorne HSPs are constitutively expressed, whereas 
others are induced by stress. Stress-induced HSPs can 
protect cells against damage by preventing protein 
denaturation and by repairing denatured proteins in 
order to restore their biological functions (Parsell and 
Lindquist, 1993). HSPs also confer resistance to various 
kinds of stress such as oxidative stress and heat shock 
(Huot et al., 1991; Martindale and Holbrook, 2002). They 
also play a complex l'ole in apoptosis. Certain HSPs such 
as HSP27, HSP72, and HSP90 can inhibit apoptosis, 
whereas HSP60 can promote apoptosis (Sreedhar and 
Csermely, 2004). The protective effect of HSPs against 
various types of stress and their mode of action is 
complex and not entirely understood. 
The ability of thermotolerance induced at mild 
temperatures to protect against apoptosis has received 
little attention. Mild temperatures are physiological 
and accur during fevers. They are also achieved during 
hyperthermia treatment in the clinic. This study inves­
tigates the protective effect of thermotolerance devel­
oped at 40°C against apoptosis induced by lethal 
temperatures (42-45 C C) in Chinese hamster ovary 
(CHO) cells and in human cervical carcinoma (HeLa) 
cells. We also determine whether certain HSPs are 
induced du ring mild heating at 40c C. Apoptotic events 
were evaluated at the level of mitochondria, caspases 





HeLa (ATCC no. CCL-Z) and CHa (Ling and Thompson, 
1974) cells were grown in monolayer in Eagle's modified 
Dulbecco medium and minimum essential medium-ex, respec­
tively, plus 10% fetal bovine serum (Gibco Canada, Burlington, 
ON) containing 1% penicillin (50 U/ml)/streptomycin (50 ~Ig/ 
ml) (Flow Laboratories, Mississauga, ON) (Lord-Fontaine and 
Averill-Bates, ZOOZ). Cells were maintained in 50 ml ofmedium 
in 75 cmz tissue culture flasks <Sarstedt, Saint-Laurent, QC, 
Canada) at 37°C in a humidified atmosphere of 5% COz. Cells 
were grown to confluence (stationary phase of the cell cycle), at 
which point the culture medium was changed. To induce 
thermotolerance, confluent cells were transferred to an iden­
tical incubator for 3 or 6 h at 40 ± 0.1oC, following a period ofZO 
min to allow the temperature of the culture medium to reach 
40'C (Przybytkowski et al., 1986). Cells that were maintained 
at 37°C and 40°C were harvested using phosphate-buffered 
saline(PBS)·citrate(O.015M sodium citrate) (CHa) and 0.5 mg/ 
ml trypsin; O.Z mg/ml EDTA in PBS (HeLa) and washed by 
centrifugation (1000g, 3 min). There was no loss ofcel! viability 
in cells heated at 40°C for 3 or 6 h, evaluated by trypan blue 
exclusion (data not shown). 
Cytotoxicity 
Cyloloxicity was evaluated using sulforhodamine B (Sigma 
Chemical Co., St. Louis, MO) to stain cellular protein (Kast and 
Gros, 1998). Freshly harvested thermololerant or non-thermo­
tolerant cells (5 x 103/ml) were heated at 43°C in temperature­
controlled water baths (Haake D8, Fisher Scientific, Montreal, 
Canada), with a temperature precision of ±O.OzoC. Under 
these conditions, 1ml ofcell suspension reached a temperature 
wilhin O.l°C of the water bath temperature within 3 min. The 
time for heat shock treatment was calculated after the 3 min 
heating period. ACter the appropriate time (0-lZ0 min), cells 
were diluted and then incubated in a 96-well microplate at 
37"C. ACter 3 days, medium was replaced with trichloroacetic 
acid (17% in PBS) for 1 h at 4°C. Subsequently, cells were 
stained using sulforhodamine B (0.4%) in 1% acetic acid at 
Z2'C. ACter 10 min, excess color was removed and stained cells 
were dissolved in ZOO l.JI of 10 mM Tris (pH 9). Absorbance at 
540 nm represented the density of cells that survived the heat 
treatment. The proportion ofsurviving ceIls was expressed as a 
percentage of cells in the untreated control. 
WesteITl blot analysis of HSPs and inhibitor 
of caspase-activated DNase (ICAD) 
For HSPs, cells were harvested after the appropriate time 
(0-6 h) at 37°C or 40°C. For ICAD, thermotolerant and non­
thermololerant cells were harvested and heated (37-45°C) for 
Z h in temperature-controlled water baths (±O.OZOC). Cells 
were then centrifuged and Iysed in 500 III oflysis buITer (Samali 
et al., 1999) containing 100 mM sucrose, 1 mM EGTA, ZO mM 
MOPS, 0.1 mM dithiothreitol (DTT), 5% freshly added percoll, 
0.01 % digilonin, 1mM phenyl-methyl-sulfonyl fluoride 
(PMSF), and 100 Ill/10ml of cocktail of protease inhibitors pH 
7.4. Thereafter, debris, unbroken cells, and nuclei were 
removed by centrifugation (10,000g, 10 min). Protein concen­
tra tions were determined according to Bradford (1976). 30 pg of 
protein were solubilized in sample buITer (Laemmli, 1970), 
separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS­
PAGE) (8%-lZ%) and transferred to polyvinyl difluoride 
(PVDF) membranes using a Milliblot Graphite Electroblotter 
1 apparatus (Millipore, Bedford, MA) (Turcotte and Averill­
Bates, ZOO1). Membranes were probed with the following 
primary antibodies: HspZ7 LZR3 (gift from Dr. Jacques 
Landry, Centre de recherche, Hotel-Dieu de Québec, QC, 
Canada), HSPZ7 (1:1000), HO-1/HO-Z (1:500), HSP70/Hsc70 
(1:Z000), HSP90 (1: 1000) (Stressgen, Victoria, BC, Canada) 
and polyclonal rabbit anti-ICAD antibody (1:1000) (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA). Secondary antibodies 
used were goat horseradish peroxidase (HRP)-conjugated 
polyclonal anti-mouse IgG (1:1000) for HSPZ7, HSP70/Hsc70, 
and HSP90 or HRP-conjugated rat MAb-anti-rabbit IgG 
(1:1000) (Biosource, Camarillo, CA). Membranes were incu­
bated in ECL-Plus chemiluminescence reagent (Amersham 
Biosciences Corp., Piscataway, NJ) and films (Fuji medical 
X-ray film, Düsserldorf, Germany) were scanned with a Laser 
Scanning Densitometer (Alpha Innotech Corp., San Leandro, 
CA). HSP protein expression was quantified using IPGEL 
software, relative to actin or tubulin loading controls. 
Membrane potential 
Thermololerant and non-thermotolerant CHa and HeLa 
cells were harvested and heated (37-45°C) for 1 h in 
temperature-controlled water baths (±O.OZOC). Rhodamine 
1Z3 (0.8 IlM) (Molecular Probes, Eugene, OR) was added for 
5 min at ZzoC. Cells were washed three times by centrifugation 
(Z,500g, 3 min) and resuspended in 1 ml of cold PBS. Milo­
chondrial membrane potential was determined by flow 
cytometry at 530 nm using a FacScan (Becton Dickinson, San 
Jose, CA) (Darzynkiewicz et al., 199Z). Cell viability was 
monitored using propidium iodide at 585 nm. 
Subcellular fractionation and Western blot 
analysis of Bax and cytochrome c 
ACter 30 or 60 min of heating (37-45°C) in temperature­
controlled water baths (±O.OZOC), thermotolerant and non­
thermotolerant cells were centrifuged (2500g, 3 min) and 
resuspended in 500 III of Iysis buffer (see HSPs). Membranes 
were broken using a dounce homogeniser (50 strokes/sample). 
Debris, unbroken cells and nuclei were removed by centrifuga­
tion (10,000g, 10 min) and supernatants were then centrifuged 
(15,000g, 15 min) to separate mitochondria. Supernatants 
were centrifuged (100,000g, 1 h) to separa te cytosolic and 
nucleosomal fractions (Jurkiewicz et al., Z004). Mitochondrial 
fractions were resuspended in lysis buffer (300 mM sucrose, 
1 mM EGTA, ZO mM MOPS, 0.1 mM DTT, 100 pl/10 ml of 
cocktail ofprotease inhibitors, pH 7.4). Proteins (30 Ilg) from 
mitochondrial and cytosolic fractions were separated by SDS­
PAGE (1Z% for Bax; 15% for cytochrome c) and transferred to 
PVDF membranes. Membranes were probed with mouse anti­
cytochrome c monoclonal antibody (1:1000) (BD Biosciences, 
Mississauga, ON) or rabbit polyclonal anti-Bax antibody 
(1:2000) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) and then with an 
appropriate HRP-conjugated second antibody (1:1000). Purity 
of cytoplasmic and mitochondrial fractions was verified using 
antibodies to GST1l1 (Calbiochem, La Jolla, CA) and cyto­
chrome c oxidase, respectively (Molecular Probes). 
--
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Caspase activity A 100 CHO 
Freshly harvested cells were heated (37-45°C) for 1 h 
(caspase-9) or 2 h (caspase-3, -6, and -7) in temperature­
controlled water baths (±0.02°C). Cells were then centrifuged 
usinga microfuge (3000 l'pm, 3 min) and resuspended in 50 ~tl of 
reaction buffer (20 mM piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic 
acid) (PIPES), 100 mM NaCI, 10 mM D'IT, 1 mM EDTA, 0.1% 
3- [(3-cholamidopropyi)-dime thy lammonio]-2-hydroxy-1-pro­
pane-sulfonic acid (CHAPS), 10% sucrose, pH 7.2) (Stennicke 
and Salvesen, 1997). Cells were Iysed at -20°C for 10 min and 
then specifie caspase substrates (200 !lM) (Calbiochem) were 
added; Ac-Asp-Giu-Val-Asp-amino-4-methyl-coumarin for 
caspase-3, Ac-Val-GIu-Ile-Asp-AMC for caspase-6, MCA­
VDQVDGWK{DNP)-NHz for caspase-7, and Ac-Leu-Giu-His­
Asp-7-amino-4-trifluoromethyI-coumarin for caspase-9. The 
kinetic reaction for caspase activity was followed for 30 min 
at respective excitation and emission wavelengths of 380 and 
460 nm for caspases-3 and -6, 325 and 390 nm for caspase-7, 
and 400 and 505 nm for caspase-9, using a spectrofluorimeter 
(Speclra Max Gemini, Molecular Deviees, Sunnyvale, CA). 
Chromatin condensation 
Cells were heated (37-45°C) for 2 h in culture dishes. Where 
indicated, 10 !lM (CHO ceIls) or 20 !lM (HeLa) of a general 
caspaseinhibitor (Z-VAD.fmk) (Calbiochem) were added for 1 h 
(CHO), or 2 h (HeLa cells), befOl'e heat treatment. Thereafter, 
Hoechst 33258 (50 !lg/mi) (blue-green fluorescence) (Sigma 
ChemicaI Co.), which binds to condensed chromatin in the 
nucleus of apoptotic cells, was added for 15 min. Propidium 
iodide (Sigma Chemical Co.) (50 !lg/ml) was subsequently 
added ta visua!ize necrotic cells (red fluorescence) by fluores­
cence microscopy (mode! lM, Carl Zeiss Canada Ltd., St. 
Laurent, QC, Canada). For each dish, at least 300 cells were 
counted. Apoptotic or necrotic indices were ca!cu!ated relative 
to total cells (Hoorens et al., 2001). 
Statistics 
Data are presented as means ± SEM from at least three 
independent experiments performed with multiple estima­
tionsper point. When not shown, error bars lie within symbols. 
Comparisons among multiple groups were made by one-way 
ana!ysis of variance (ANOVA). For HSP levels and caspase 
activity, one-factor ANOVA with additional Bonferroni­
Holmes adjustment was used to control for the Family-wise 
error rate at a desired !evel (0: = 5%). Software used was JMP 
Statistical Discovery 4.0 (SAS lnstitute, lnc., Cary, NC). For 
signincant differences, P < 0.05. 
RESULTS
 
Thermotolerance induced at 40°C protects
 
cells against cytotoxicity of heat shock
 
CHO (Fig. lA) and HeLa (Fig. lB) cells were heated at 
a mild temperature of 40°C for 3 h, prior ta lethal heat 
shock at 43°C for up ta 120 min. These thermotolerant 
cells were more resistant ta subsequent heat shock at 
43c C than unheated control cells. 
Inducti9n of HSP expression at 40°C 
Given that thermotolerance induced by lethal heat 
shock usuaIly involves HSP induction, expression of 
severa] HSPs was evaluated after heating at the non­
lethal temperature (40C C) in CHû (Fig. 2A) and HeLa 
(data not shawn) cells. For both cell types, expression of 
HSPs 27, 32, 72, and 90 was significantly increased after 
2 Or 3 h at 40°C, compared to controls (Fig. 2B-I). 
Expression ofHSPs remained elevated up ta 6 h, except 
for HSP32 in HeLa cells, which declined by 6 h. AJthough 
the inducible form of HSP70 (HSP72) increased at 40c C 
(Fig. 2D,H), expression of the constitutive form (HSP73) 
did not change (data not shawn). Expression of HSPs 
in contra] cells at 37°C did not change during 6 h 
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Fig. 1. Induction of thermotolerance at 40'C: resistance to cytotoxi· 
city at 43'C. A: CHa and (E) HeLa cells were incubaled for 3 h at 40°C 
to induce thermotolerance and then harvested and resuspended in 
PBS-I% BSA-10 mM glucose. Thermoto\erant (e) and non-thermo­
tolerant (.) cells were subsequently exposed to heat shock (43'C) fol' 
0-120 min. Data represent means and SEM of at least three 
independent experiments. Fol' analysis of curves for non-thermo­
tolerant versus thermotolerant CHa and HeLa cells, P < 0.0001. 
Thermotolerance induced at 40°C protects cells 
against a heat shock-induced decrease in 
membrane potential 
Subsequently, the ability of thermotolerance induced 
at 40C C ta protect cells against heat shock-induced 
apoptosis was investigated at the mitochondrial level. 
An early event in the mitochondrial pathway is 
depolarization of the mitochondrial membrane. Mem­
brane potential (IjJm) in CHû (Fig. 3A) and HeLa (Fig. 3B) 
cells decreased after a 1 h exposure ta elevated tem­
peratures. The decrease in IjJm was more pronounced at 
43°C and 45°C. As a positive control, the ionophore 
carbonylcyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone 
(FCCP) (Sigma Chemica] Co.) caused a rapid decrease 
in IjJm in contraIs, to 40% and 70% ofinitiallevels in CHû 
and HeLa cells, respectively. It should be noted that 1 h 
at 42°C is non-cytotoxic ta cells (data not shown), 
whereas a 1 h exposure to 43c C (Fig. 1) and 45°C is 
cytotoxic. Thermotolerance induced at 40c C inhibited 
the decrease in IjJm at 43c C and 45c C in CHû cells 
(Fig. 3A). There appeared to be a sma]] protective effect 
due ta thermotolerance at 42c C and 43c C in HeLa cells 
(Fig. 3B). There was, in fact, a clear increase in IjJm at 
43c C and 45c C in thermotolerant CHû cells, indicating 
membrane hyperpolarization (Fig. 3A). There was a 
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"- Control + FCCP 
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Heat shock temperature 
Fig. 3. Thermotolerance at 40'C protects cells against heat shock­
induced membrane depolarization. Thermotolerant (3 h, 40'C) (e) 
and non-thermotolerant (3 h, 37'Cl (.J CHO (A) or HeLa (B) cells 
were heated (37-45'C) for 1 h. FCCP (5 pM) was added to control cells 
CAl. Rhodamine 123 (0.8 pM) was added and fluorescence was 
expressed relative to non-thermotolerant control cells at 37'C 
(100%). Data are mean and SEM of at Jeast four experiments. 
42°C and 4SoC in HeLa cells (Fig. SB), which was less 
pronounced compared ta CHO cells. 
Thermotolerance induced at 40°C inhibits 
heat shock-induced translocation of Bax 
and cytochrome c 
An important molecular event in apoptosis is translo­
cation of pro-apoptotic proteins including Bax from the 
cytoplasm ta mitochondria, thus interfering with anti ­
apoptotic functions of proteins like Bcl-2. As a conse­
quence, release of pro-apoptotic proteins such as cyto­
chrome c from mitochondria will be promoted. Heat 
shock induced translocation of Bax from the cytosol 
(Fig.4A) to mitochondria (Fig. 4B) in CHO and HeLa 
(data not shawn) cells. Bax expression decreased in 
cytoplasmic fractions with increasing temperature from 
42°C ta 45c C and the decrease was more pronounced 
after 60 min (Fig. 4D,E). Cytosolic levels of Bax did not 
change in control cells at 37°C during 60 min (Fig. 4A). 
Increased levels of Bax were detected in mitochondrial 
fractions after 1 h of exposure ta thermal shock in CHO 
cells (Fig. 4B,F) and HeLa cells (data not shown). 
However, thermotolerance induced at 40°C diminished 
Bax translocation from the cytosol ta mitochondria in 
CHO (Fig. 4D,F) and HeLa (Fig. 4E) cells. Purity of 
cytoplasmic and mitochondrial fractions was 94% and 
>96%, respectively (Fig. 4C). 
Levels of cytochrome c in mitochondrial fractions 
decreased as a function of time (SO-60 min) and tem­
perature (S7-45°C) in HeLa (Fig. 5A) and CHO (data not 
shawn) cells. In thermotolerant cells, levels ofmitochon­
drial cytochrome c were higher than in control CHO 
(Fig. 5B) or HeLa (Fig. 5A,C) cells. This indicated that 
thermotolerance at 40°C decreased the liberation of 
cytochrome c from mitochondria in heat shocked cells. 
These findings were confirmed by corresponding chan­
ges in the cytosolic fraction (data not shawn). 
Thermotolerance attenuates activation of 
caspases by heat shock 
Release of cytochrome cinto the cytoplasm leads to 
auto-activation of initiator caspase-9 and subsequent 
proteolytic activation of executor caspases-S, -6, and -7. 
Heat shock (42-4S0C) caused activation of caspase-9 in 
CHO (Fig. 6A) and HeLa (Fig. 6E) cells. Caspases-S, -6, 
and -7 were also activated at 42c C and 43°C in CHO 
(Fig. 6B-D) and HeLa (Fig. 6F-H) cells. Activation 
occurred at 45°C for sorne, but not all caspases. In 
thermotolerant cells, activation of caspases-9, -3, -6, and 
-7 decreased at 42°C and 4SoC, relative ta non-thermo­
toleran t controis (Fig. 6A- H). At 45°C, there were either 
small or no differences between thermotolerant and 
non-thermotolerant cells, except for caspase-7. 
Protection against ICAD cleavage 
by thermotolerance at 40°C 
The ability of thermotolerance at 40c C ta prevent 
heat shock-induced cleavage ofICAD was investigated. 
ICAD cleavage leads ta release of the active protease 
caspase-activated DNase (CAD), which causes DNA 
fragmentation. Levels ofICAD decreased, with increas­
ing temperature from 37c C ta 45°C, in HeLa (Fig. 7A) 
and CHO (data not shown) cells. Nevertheless, ICAD 
cleavage was diminished in thermotolerant HeLa 
(Fig. 7A,C) and CHO (Fig. 7B) cells. 
Thermotolerance affords protection against heat 
shock-induced chromatin condensation 
One of the later events in the apoptotic cascade is 
chromatin condensation in the nucleus. This event can 
be triggered by activation of CAD, resulting from ICAD 
cleavage by caspases (Nicholson, 1999). Heat shock (42­
45°C) induced chromatin condensation in CHO (Fig. 8, 
parts 8A-2, 8A-S, 8A-4) and HeLa (data not shawn) cells, 
relative to con trois at S7°C (Fig. 8A-1). Thermotolerance 
at 40°C decreased the apoptotic index at 42°C and 43°C 
in CHO (Fig. 8, parts 8B-2, 8B-S, and 8D) and HeLa 
(Fig. 8F) cells. Heat-induced chromatin condensation 
was inhibited by a general caspase inhibitor, Z­
VAD.fmk, in CHO (Fig. 8, parts 8C-2, 8C-S, 8C-4, 8D) 
and HeLa (Fig. 8F) cells, indicating that it was the 
consequence of caspase activation. 
Propidium iodide was used ta distinguish between cell 
death by apoptosis and necrosis. The necrotic index 
increased at 45°C in CHü (Fig. 8E) cells and at 43-45cC 
Fig. 2. Induction of heat shock proteins by mild heat shock at 40'C. loading control. Levels of HSPs in heated CHO (E-EJ and HeLa (F-I) 
CHO (A) and HeLa (data notshown) cells were heated at40'C for 1-6 h. cells (e) were anaJysed by densitometry and expressed relative to 
HSP27 (B, F), HSP32 (C, Gl, HSP72 (D, H), and HSP90 (E, IJ were control cells maintained at 37'C (.) (100%). Gels are representative of 
detected using antibodies that recognize both hamster and human, at least three independentexperiment<;. B-I: For levels ofHSPs at 40'C 
except for anti·HSP27 which detects only hamster (E). Actin was the relative to contrais at 37'C: P < 0.05 ('J, P < 0.001 C"). 
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in HeLa cells (Fig. SG). There was no protection against 
necrosis in thermotolerant cells (Fig. SE,G). 
DISCUSSION 
This study demonstrates that hyperthermia (42­
45 CC) induces apoptosis by a cascade of events involving 
the mitochondrial pathway, caspase activation, and 
A CHO, cytosolic fraction 
cIeavage ofintracellular caspase substrates, in prolifer­
ating CHO and HeLa cells. Hyperthermia caused a 
decrease in mitochondrial membrane potential, recruit ­
ment of pro-apoptotic protein Bax to the mitochondrial 
membrane and liberation of pro-apoptotic factor cyto­
chrome cinto the cytosol. Cytochrome c release leads to 
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Fig. 4. Thermotolerance at 400C inhibits heat shock-induced Bax 
translocation from the cytoplasm to mitechondria. Thermotelerant 
and non-thermolerant CHa and HeLa cells were heated (37 -45C C) for 
30 or 60 min. Immunoblots are shown for Bax (21 kDa) levels in (A) 
cytosolic and (B) mitechondriaJ fractions of CHa cells. Similar blots 
were obtained for HeLa cells (data not shown). C: Purity of cytosolic 
and mitochondrial fractions in CHa and HeLa cells was confirmed 
using antibodies against GSTrc, and cytochrome c oxidase, respec­
tively. Protein levels were quantified by densitometry in cytosolic 
fractions of(D) CHa and (E) HeLa cells and in mitochondrial fractions 
of (F) CHO cells, and expressed relative to non-thermotolerant control 
cells at 37"C <100%). ThermotoJerant cells are shown following 30 <e) 
or 60 min (0) ofheat shock. relative te non·thermotolerant cells after 
30 <.) or 60 (0) min. Means and SEM are shown for four independent 
experiments, with three estimations pel' point. D, E: For non­
thermotolerant CHO and HeLa cells preheated at 37-C for 3 h, there 
was a significant decrease in cytosolic Bax expression in cells heated 
for 2 h at 42-45'C vs. 2 h at 37'C; P < 0.05 ('), P < 0.001 (H). For 
analysis of cu l'Ves for thermotoJerant versus non-thermotolerant CHO 
ceIls alter 60 min of heat shock, P < 0.05. For analysis of curves for 
thermotelerant vs. non-thermotolerant HeLa cells after 30 and 60 min 
ofheatshock, P<O.OOl. 
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Fig. 4. (Continued) 
occurs within the apoptosome, which is a complex com­
posed of cytochrome c, apoptosis protease activating 
factor (apaf-l) and procaspase-9 (Strasser et al., 2000). 
Activation ofcaspase-9 in heated cells led to activation of 
executor caspases-3, -6, and -7. The caspase substrates 
ICAD and nuclear chromatin were fragmented in heat­
shocked cells. 
Several studies have reported induction of apoptosis 
by hyperthermia C42-44C C), mostly evidenced by DNA 
fragmentation, polyCADP-ribose) polymerase (PARP) 
cleavage and chromatin condensation in human T­
lymphocytes (Mosser and Martin, 1992; Boreham et al., 
1997), HL-60 leukemia ceIls (Poe and O'Neill, 1997), 
mouse embryo fibroblasts (Buzzard et al., 1998), and 
IMC-3 human maxillary carcinoma cells COhtsubo et al., 
2001), In human leukemia cells (PLB-985), 42C C 
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Fig. 5. Thermotolerance at 40"C inhibits heat shock-induced cyto­
chrome c release from mitochondria into the cytoplasm: Thermo­
tolerant and non·thermotolerant CHa and HeLa cells were heated 
(37-45°C) for 30 or 60 min. Proteins from the mitochondrial and 
cytosolic fractions were detected using a mouse monoclonal antibody 
that recognizes bath human and hamster cytochrome c 02 kDa). 
Immunoblots are shown for cytochrome c levels in mitochondrial 
fractions of (A) HeLa cells. Sim;lar blots were obtained for CHa cells 
(data not shown). Proteins levels were quantified by densitometry in 
(E) CHa and (C) HeLa cells and expressed relative to control cells at 
37°C (100%). Thermotolerant cells are shown following 30 (e) or 60 
(0) min of heat shock, relative to non-thermotolerant cells after 30 
(.) or 60 (0) min. Data are mean and SEM of three independent 
experiments. B, C: For non·thermotolerant CHa and HeLa celis 
preheated at 37°C for 3 h, there was a significant decrease in 
mitochondrial cytochrome c expression in cells heated for 2 h at 42­
45°C vs. 2 h at 37"C; P < 0.05 ("), P < 0.001 (**). For analysis of curves 
for thermotolerant versus non-thermotolerant CHû and HeLa cells, 
P < 0.001. 
hyperthermia did not alter expression of Bcl-2 and Bax 
proteins, but appeared to activate apoptosis via death 
receptors (Katschinski et al., 1999), 
The induction of thermotolerance by fever tempera­
tures C39.5-41.5°C) has received little attention. This 
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Fig. 6. Thermotolerance protects against activation of caspases by 
heal shock. Thermotolerant (e) and non-thermotolerant (.) CHü 
(A-O) and HeLa (E-H) cells were heated (37-45'C) for 1 h (caspase­
9) or 2 h (caspases-3, -6, and -7). Activities of caspase-9 (A, E), caspase­
3 <B, F), caspase-6 <C, C), and caspase-7 (D, H) were expressed relative 
ta non-thermotolerant cells at 37°C, designated as 1.0. Data represent 
means ± SEM from at least three independent experiments. For non­
temperature of 40°C can efficiently inhibit apoptosis. In 
thermotolerant CHO and HeLa cells, inhibition was 
demonstrated for aH of the apoptotic events evaluated 
throughout the mitochondrial pathway, from the heat 
thermotolerant CHü (A-D) and HeLa (E) cells preheated at 37'C for 3 
h, there was a significant increase in caspase activity in cells heated 
for 2 h at 42-45'C vs. 2 h at 37°C; P < 0.05 ('), P < 0.001 (..). For 
analysis of CUi-ves in CHü cells, P < 0.0001 for 37°C vs. 40'C, for 
caspases-3, -6, -7, and -9. For analysis of curves in HeLa 
cells, P < 0.0001 for caspases-3 and -6 and P <0.001 for caspases-7 
and -9. 
shock-induced 10ss of mitochondrial membrane poten­
tial, to the cleavage of caspase substrates. Several 
studies reported that thermotolerance induced at higher 
temperatures (42-45C C), followed by the return of cells 
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Fig. 7. Thermotolerance decreases heat shock-induced lCAD c1ea­
vage. Thermotolerant (e) and non-thermotolerant (.) cells were 
heated (37-45'C) for 2 h. Proteins from HeLa (A) and CHO (data not 
shown) cells were detected with a rabbit monoclonal antibody that 
recognizes both human and hamster non-c1eaved forms of lCAD. ~­
tubulin was the loading contro!. Protein levels were quantified by 
densitometry in (B) CHO and (C) HeLa cells and expressed relative ta 
control cells at 37°C 000%). Mean ± SEM were determined from two 
independent experiments with duplicate samples. For non-thermo­
talerant CHû and HeLa cells preheated at 37'C for 3 h, there was a 
significant decrease in lCAD expression in ceJls heated for 2 h at 
42-45'C vs. 2 h at 37'C; P < 0.05 ("), P < 0.001 ("). For analysis of 
curves for thermotolerant vs. non-thermotolerant CHû and HeLa 
cells, P < 0.0001. 
to 37°C (e.g. for 2, 6, or 24 hl, protected cells against 
apoptosis induced by heat shock (Mosser and Martin, 
1992; Boreham et al., 1997; Poe and O'Neill, 1997; 
Samali et al., 2001), drugs (Samali and Cotter, 1996), 
and tumor necrosis factor-ex (Buzzard et al., 1998). 
Several studies reported a correlation between thermo­
tolerance and induction ofHSPs such as HSP27, HSP72, 
and HSP90. Compared to these studies where thermo­
tolerance was induced at high temperatures such as 
42-44oC, our findings show that thermotolerance can be 
induced when cells are incubated for longer periods of 
time at mild temperatures in the fever range, thus 
preventing biochemical injuries caused by acute expo­
sure to lethal temperatures (42-45°C). 
HSPs could be involved, at least in part, in the pro­
tective effect ofthermotolerance induced at40°C against 
heat shock-induced apoptosis in CHO and HeLa cells. 
Several studies, through gene transfection and immu­
nodepletion, have reported protective roles for HSP27, 
HSP72, and HSP90 against apoptosis (Sreedhar and 
Csermely, 2004). However, the complex mechanisms by 
which HSPs suppress apoptosis are not entirely under­
stood. HSP27 can bind to proteins such as procaspase-3 
and cytochrome c, thus preventing cytochrome c-medi­
ated interaction of Apaf-1 with procaspase-9 (Bruey 
et al., 2000; Pandey et al., 2000a; Concannon et al., 
2001). HSP72 directly associates with apaf-1, prevent­
ing its association with procaspase-9 and inhibition of 
apoptosome formation (Beere et al., 2000; Saleh et al., 
2000). HSP72 inhibited processing of procaspase-3 and 
heat shock-induced PARP cleavage, suggesting that it 
can prevent the effector steps of apoptotic cel! death 
(Mosser et al., 1997; Buzzard et al., 1998). HSP90 
directly binds to Apaf-l, thus blocking activation of 
caspase-9 via the apoptosome (Pandey et al., 2000b). 
Thus, HSP27, HSP72, and HSP90 can interfere with 
apoptosome formation and inhibit the mitochondrial 
pathway of caspase-dependent cel! death. Recently, 
HSPs were recognized in vivo to protect heart and brain 
against deleterious stimuli, such as ischemia, and lungs 
and Iiver against sepsis (Jaattela, 1999). These findings 
suggest that HSPs could have protective functions in 
several disease states. In this case, the induction of 
HSPs in vivo could be feasible at mildly elevated tem­
peratures such as 39.5-41°C. 
The loss of mitochondrial membrane potential and 
impairment of mitochondrial function is a common 
event in apoptosis. This often precedes the release of 
pro-apoptotic factors, such as cytochrome c, apoptosis 
inducing factor (AlF), and second mitochondria-derived 
activator of caspase (Smac)/direct inhibitor of apopto­
sis OAP)-binding protein with low pl (DIABLO), 
from mitochondria into the cytosol. Membrane hyper­
polarization often precedes the loss of mitochondrial 
membrane potential and apoptosis. Mitochondrial 
hyperpolarization is often associated with enhanced 
ATP-generating capacity. Mitochondrial membrane 
potential is associated with the activity of the electron 
transport chain (Alberts et al., 1994). The electron trans­
port chain pumps protons out of the matrix, which 
establishes an electrochemical proton gradient across 
the inner membrane. The resulting electrochemical 
gradient drives protons back through an ATP synthase 
complex, which in turn uses energy of the proton flow to 
synthesize ATP. Under certain conditions, the respira­
tory chain works at a higher regimen, leading to a higher 
electrochemical gradient and thus hyperpolarization of 
the membrane. Protein folding mediated by molecular 
chaperones and disruption of small-protein aggregates 
formed during stress are ATP-dependent processes 
(Hartl and Hayer-Hartl, 2002). During thermotolerance 
at 40°C, where HSPs are expressed at higher levels, 
there is a higher requirement for ATP, which is con­
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Fig. 8. Thermotolerance at 40'C protects against chromatin con­
densation caused by heat shock. Thermotolerant (BI-B4) and non­
thermotolerant (AI-A4) CHa cells were heated (37-45'C) for 2 h. 
Non-thermotolerant (CI-C4) cells were pre-treated with Z-VAD-fmk 
(l0 IlM) for 1 h prior to heat shock treatment. Nuclear morphology was 
assessed by fluorescence microscopy using Hoechst 33258 te detect 
blue-green apoptotic cells and propidium iodide to detect red necrotic 
cells. Magnification: 320 x. Fractions of apoptotic (D, F) and necrotic 
(E, G) CHa and HeLa cells are relative to total cells, in non­
thermotolerant cells, with (0) or without (.) Z-VAD-fmk, or in 
thermotolerant cells, with (0) or without (e) Z-VAD-fmk. D, F: For 
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non-thermotolerant CHa and HeLa cells preheated at 37'C for 3 h, 
there was a significant increase in apoptotic index for cells heated for 
2 h at 42-45'C vs. 2 h at 37'C; P < 0.05 ('), P < 0.001 ("). Analysis of 
curves showed P < 0.001 for thermotolerant versus non-thermotoler­
ant CHa cells and P < 0.05 for HeLa cells. For analysis of curves for 
CHa and HeLa cells, with or without Z·VAD-fmk, P < 0.05. E, G: For 
non-thermotolerant cells preheated at 37'C for 3 h, there was a 
significant increase in necrotic index for cells heated for 2 h at 45'C 
(HeLa) and 43'C and 45'C (CHa), vs. 2 h at 37'C. Data are means ± 
SEM for at least three experiments. 
57 THERMOTOLERANCE PROTECTS AGAINST HEAT-INDUCED APOPTOSIS 
The heat shock response has been largely studied at 
relatively high, lethal temperatures. However, the heat 
shock response at lower temperatures has received little 
attention and is not clearly understood. Mammalian 
bodytemperatures are carefully controlled, but increase 
bya few degrees during fevers. Fever temperatures can 
activate the heat shock response, but are also beneficial 
to organisms during infection (Hasday and Singh, 2000). 
Interestingly, hsfl also activates the transcription of 
cytokines involved in host defences against infections. It 
was reported that mild heat shock (39.5°C for 8-16 h) at 
febrile temperatures may regulate cell proliferation by 
inducing the cell cycle check-point protein cyclin Dl, 
along with growth factors (Han et al., 2002). However, 
cyclin Dl was not induced by severe temperatures. 
Cancer patients undergoing high dose chemotherapy 
often experience fevers during periods of neutrophil 
depletion. It has not been determined in vivo whether 
febrile temperatures could induce thermotolerance and 
HSPs, which could attenuate tumor responses to cyto­
toxic treatments such as chemotherapy, radiotherapy, 
and hyperthermia, which aim to destroy tumor cells by 
apoptotic cell death. This is the first study in vitro which 
demonstrates attenuation of hyperthermia-induced 
apoptosis by thermotolerance induced at fever tempera­
tures. 
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